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Résumé
Les voies M_AP kinases sont des modules hautement conservés qui font intervenir
un nombre limité d’acteurs afin d’intégrer des signaux variés, et de générer une réponse
spécifique appropriée. De la levure à l’humain, elles sont organisées en blocs de trois
kinases à l’activation séquentielle. Ces voies sont conservées dans leur architecture et leurs
modes de régulation parmi lesquels la phosphorylation, les interactions protéine-protéine et
la localisation subcellulaire s’influencent mutuellement. Afin d’en apprendre davantage sur
la régulation des voies MAP kinases, nous nous sommes d’abord penchés sur leur
phosphorylation.
Dans un premier temps, nous avons étudié la protéine régulatrice Ste5O qui est
essentielle à l’activation des voies MAP kinase Fus3, Hogi et Kssl de S. cerevisiae. Nous
avons identifié la thréonine 42 comme site de phosphorylation requis pour la réponse aux
phéromones relayée par Fus3, mais pas pour la réponse à l’osmolarité élevée via Hogi. De
plus, la phosphorylation de ce résidu affecte la distribution subcellulaire de Ste5O.
En second lieu, nous avons identifié un résidu dont la phosphorylation est requise
pour l’entrée au noyau de la MAP kinase ERK1 de mammifère. La sérine 283 influence
l’activité nucléaire de ERK1 mais pas son activité cytoplasmique, en régulant ses
interactions avec les nucléoporines, notamment. Cette activité nucléaire est nécessaire à
plusieurs processus physiologiques dont la différenciation des cellules PC 12.
Ces études illustrent tant chez la levure que les mammifères que la phosphorylation
d’un seul site peut grandement affecter la localisation subcellulaire de la protéine, tout
comme le résultat des signaux qu’elle relaye. Nos travaux devraient contribuer à élucider
les mécanismes à la base de la spécificité des signaux intégrés par les voies MAP kinases.
Mots-clés: Signalisation intracellulaire, Voies MAP kinases, Phosphorylation, Ste5O,
Spécificité du signal, ERKY, Localisation subcellulaire, Entrée au noyau, Insertion des
MAP kinases
iv
Abstract
MAP kinase pathways are highly conserved modules that utilize a limited number
of players in order to integrate various signais, and generate a specific appropriate response.
From yeast to human, they are tiered as three sequentialiy-activated kinases. Hence, the
architecture and the components are homologous, as are the modes of regulation in which
phosphorylation, protein-protein interactions, and subcellular localization are mutually
influenced. Aiming to gain further knowledge on the regulation of MAP kinase pathways,
we first examined phosphorylation.
First, we studied the regulatory protein Ste5O which is essential to the Fus3, Hogi
and Kss 1 MAP kinase pathways in S. cerevisiae. We have identified threonine 42 as as a
phosphorylation site required for Fus3-mediated pheromone response, but flot for the Hogi
high osmlarity response pathway. Moreover, phosphorylation of this residue affects Ste5O
subcellular distribution.
Secondly, we identified serine 283 as a residue whose phosphorylation is required
for nuclear entry of the mammalian MAP kinase ERK1. Mutation of this site perturbs some
interactions including those with nucleoporins, and abolishes ERK1 nuclear but flot
cytoplasmic activity. This nuclear activity is necessary for many physiological processes
including PC12 celi differentiation.
These studies show that phosphorylation of a single residue can greatly affect the
protein’s subcellular localization as well as the outcome of the signais it conveys. Our work
should contribute to decipher the mechanisms underlying the specificity of MAP kinase
signal transduction.
Keywords: Signal transduction, MAP kinase pathways, Phosphorylation, Ste5O, Signal
specificity, ERKY, Subcellular localization, Nuclear entry, MAP kinase insertion.
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Msg Mutticopy suppressor ofGPA] deletion Dont la surexpression inhibe les effets de GPA1
MSK Mitogen- and stress-activated protein kinase Protéine kinase activée par les mitogènes et les
stress
Naf Nef-associatedfactor Facteur associé à Nef
NES Nuctear export signal Signal d’export nucléaire
NFKB Nuctearfactor KB Facteur nucléaire KB
NGF Nerve growthfactor Facteur de croissance des nerfs
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NFAT Nuctearfactor ofactivated T-celts Facteur nucléaire des lymphocytes T activés
NLK Nerno-tike kinase Kinase analogue à Nemo
NLS NucÏear tocatization signal Signal de localisation nucléaire
NPC Nuctear pore comptex Complexe du pore nucléaire
NPR Natriuretic peptide receptor Récepteur des peptides natriurétiques
NT N-terminal
NTF Nuctear transportfactor Facteur de transport nucléaire
Nup Nucléoporine
OSM Osinosensing scaffold for MEKK3 Échafaudage de MEKK3 sensible à l’osmolarité
PAK p21-activated kinase Kinase activée par p2l-Rac
PARP Po1yADP-ribose polymérase
PC Phéochromocytome
PDGF Ptatetet-derivedgrowthfactor Facteur de croissance dérivé des plaquettes
PEA-15 15 kDaphosphoprotein enriched in astrocytes Phosphoprotéine de 15 kDa abondante dans
les astrocytes
PEST Riche en résidus praline, glutamate, sérine et thréonine
PKA Protéine kinase dépendante de l’AMPc
PKC Protéine kinase C
PKG Protéine kinase dépendante du GMPc
PolIT ARN polymérase II
PP Protéine phosphatase
PTP Protéine tyrosine phosphatase
RA Ras association Domaine d’association à Ras
Raf Rapidty growingflbrosarco,na Fibrosarcome à croissance rapide
RanBP Ran binding protein Protéine liant Ran
RanGAP Ran GAP GAP de Ran
Ras Rat sarcoina Sarcome de rat
Rcc Regutator ofchromosome condensation Régulateur de la condensation chromosomique
RCPG Récepteur couplé aux protéines G
RE Réticulum endoplasmique
Réfs Références
RGC Receptor guanytyl cyctase Récepteur à activité guanylyl cyclase
RKIP Raf kinase inhibitorprotein Protéine inhibant la kinase Raf
RSK Ribosomnat S6 kinase Kinase de la sous-unité ribosomale S6
xxi
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae Levure à pain; levure à bourgeonnement
S. pombe Schizosaccitaromyces pombe Levure à fission
SAM Sterile alpha motif Motif de sterilité alpha
Sap SRF accessory protein Protéine accessoire au SRF
SAPK Stress-activatedprotein kinase Protéine kinase activée par les stress
SDS Sodium dodecyl sulfate Dodécylsulfate de sodium
Sef Siinilar expression to FGF genes Expression similaire à celle des gènes de fGf
SEK SAPK or ERK kinase Kinase de SAPK ou de ERK
siRNA Short interfering RNA Court ARN simple brin d’inactivation
Smk Sporutation-specific MAP kinase MAP kinase spécifique à la sporulation
SRf Serum-responsefactor Facteur de réponse au sérum
SRP Signal recognition particule Particule de reconnaissance du signal
SST Supersensitive Hypersensibilité aux phéromones
Ste Sterile
STEP Striatal-enriched PTP PTP enrichie dans le corpus striatum
SV Simian virus Virus simien
SYK Spleen tyrosine kinase Tyrosine kinase de la rate
TAB TAK]-bindingprotein Protéine liant TAK1
TAD Transactivation doinain Domaine de transactivation
TAK TGF-f3-activated kinase Kinase activée par le TGF-
TAO Thousand and one Kinase comportant mille et un acides aminés
TAP-Tag Tandein-affinity purification tag Purification par affinité à deux épitopes
TGF-f3 Transfonning growthfactor-f3 Facteuy d croissancç transformant—f3
TIF Transcription initiation factor Facteur d’initiation de la transcription
TK Tyrosine kinase
TKL Tyrosine kinase-like Analogue aux tyrosines kinases
TNf Tuinor necrosisfactor Facteur de nécrose des tumeurs
UV Ultraviolets
wt Wild type Type sauvage
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Nos idées ne sont que des instruments
intellectuels qui nous servent à pénétrer
dans les phénomènes; il faut les changer
quand elles ont rempli leur rôle, comme
on change un bistouri émoussé quand il a
servi trop longtemps.
Claude Bemard, Introduction à l’étude de la
médecine expérimentale, 1865
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1 Introduction
Qu’elles fassent partie d’un organisme complexe ou qu’elles fonctionnent de
manière isolée, les cellules sont constamment soumises à de grandes quantités et variétés de
signaux. Provenant de l’extérieur ou de l’intérieur des cellules, ces multiples informations
doivent être captées, intégrées et relayées efficacement afin de générer la réponse cellulaire
adéquate. Les mécanismes de signalisation cellulaire, par leurs fonctions de relais et
d’intégrateurs, permettent aux cellules d’évoluer dans un environnement en mouvement,
afin qu’elles croissent, se différencient, se protègent contre des stress, répondent à des
stimuli, migrent, se divisent,
Parmi les mécanismes de signalisation impliqués dans ces processus, les voies MAP
kinases jouent un rôle de premier plan et constituent souvent des points de convergence
pour plusieurs signaux critiques. Le décryptage de leurs modes de régulation permet de
mieux comprendre les processus biologiques dans lesquels elles sont intégrées, ainsi que
leur implication lorsque le dérèglement de ces processus mène à la maladie.
1.1 Signalisation intracellulaire
Afin de relayer l’information et de l’intégrer dans une panoplie de réponses aussi
spécifiques que coordonnées, les cellules utilisent des messagers intracellulaires. Allant de
la molécule simple, par exemple l’oxyde nitrique (NO), aux échafaudages complexes de
multiples protéines, ces messagers agissent de manière séquentielle pour transmettre cette
information. Que la réponse à un stimulus soit locale ou qu’elle s’applique à l’ensemble de
la cellule, ces relais doivent être strictement coordonnés de manière spatio-temporelle. Par
exemple, la réponse à un stimulus extracellulaire peut se faire ailleurs dans la cellule et
requérir un remodelage du cytosquelette, l’induction de gènes dans le noyau, l’activation de
la synthèse protéique sur les ribosomes et le ciblage des protéines néo-synthétisées vers leur
site de prédilection.
2Le facteur de croissance de l’épiderme (EGF) et son récepteur (EGFR) activent une
multitude de voies de signalisation depuis la membrane plasmique jusqu’au noyau. La
couleur jaune indique une activation ou une forme activée.
Tiré de http://biocarta.com/pathfiles/h egfPathway.asp
De manière générale, on décrit les voies de signalisation comme étant des cascades
enzymatiques activées séquentiellement depuis la membrane, suite à la liaison d’un
récepteur avec son ligand. Par des interactions protéiques ou par des modifications post
traductionnelles, le signal est amplifié et retransmis d’une protéine à une autre jusque dans
le noyau où s’effectue l’induction de gènes spécifiques à la réponse. Cette représentation
linéaire s’avère fort réductrice et un peu simpliste; néanmoins, elle sert convenablement les
Figure 1-1 Voies de signalisation de l’EGF
3descriptions qui seront faites dans les prochaines pages, bien que la réalité demeure
nettement plus complexe.
1.1.1 Localisation subcellulaire
Pour relayer adéquatement l’information, les messagers, de nature protéique ou
autre, doivent se trouver au bon endroit dans la cellule, au bon moment. Le ciblage vers la
localisation subcellulaire appropriée revêt donc une grande importance. En outre, puisqu’il
s’agit d’un processus dynamique, il est possible, qu’à un moment ou un autre, ces
messagers doivent changer leur lieu d’action dans la cellule. Les prochains paragraphes
traiteront de mécanismes de ciblage subcellulaire des protéines en mettant une emphase
particulière sur le transport nucléo-cytoplasmique.
1.1.1.1 Noyau
Le noyau constitue le gardien du génome. Pour y avoir accès et moduler
l’expression génique, les molécules de signalisation doivent franchir la double membrane
nucléaire par le complexe du pore nucléaire (NPC) qui représente la seule porte d’accès. Au
nombre de 1000 à 10000 par cellule (Burke, 2006), le NPC possède une structure analogue
à celle d’un panier contenant huit axes de symétrie (Figure 1-2A) et peut être traversé
jusqu’à mille fois en une seconde (Fried & Kutay, 2003) sans même que les grosses
molécules qui le traversent ne soient dépliées (Weis, 2003). Le NPC est un assemblage
macromoléculaire de trente protéines possédant une masse moléculaire d’environ 60
MegaDaltons (MDa); (Cronshaw et al, 2002; Fahrenkrog et al, 2004). Ses unités
d’assemblage, les nucléoporines (Nup), sont des protéines conservées de la levure
jusqu’aux mammifères (Feldherr et al, 2002; Xu & Massague, 2004). Plusieurs d’entre elles
contiennent de nombreux tandems phenylalanine-glycine (FG; retrouvés dans les motifs
GLFG et FXFG), formant une poche hydrophobe sur toute la longueur du NPC, et plus
particulièrement dense à ses extrémités nucléaires et cytoplasmiques (Figure 1-2B).
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Figure 1-2 Structure du complexe du pore nucléaire (NPC)
A) Structure générale du pore nucléaire. B) Emplacement et densité des motifs FG à
l’intérieur du pore.
Tiré de (Weis, 2003)
1.1.].].] Transport passif
Le NPC permet l’entrée de molécules au noyau, mais aussi leur sortie (Fahrenkrog
et ai, 2004), et peut être franchi de trois manières. Premièrement, par diffusion passive à
travers le pore selon un mouvement brownien déterminé par les concentrations de part et
d’autre du pore. C’est ainsi que les ions et des petites molécules faisant moins de 60 kDa,
ou 9 nm de diamètre peuvent traverser le pore de manière libre et non-sélective
(Fahrenkrog et al, 2004; Weis, 2003). Deuxièmement, par diffusion facilitée à travers le
pore. Ce mécanisme se fait toujours suivant le gradient, mais de manière plus sélective
puisque la molécule doit interagir avec le NPC de manière directe, ou comme le cargo
d’une autre protéine qui la remorque à travers le pore. Nous savons que les motifs F0 des
nucléoporines contribuent à des interactions essentielles à ce processus qui demeure mal
défini (Fahrenkrog et al, 2004; Xu & Massague, 2004).
1.1.1.1.2 Transportacttf
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La troisième manière dont peut être franchi le NPC est par transport actif. Très
sélectif, ce processus demande un apport en énergie qui est fourni par l’hydrolyse de
guanosine triphosphate (GTP), car il se fait à l’encontre du gradient de concentration de la
molécule transportée.
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Figure 1-3 Transport nucléo-cytoplasmique actif
A) Représentation (gauche) et observation par fluorescence resonance energy transfer
(FRET; droite) du gradient cellulaire de Ran-GTP (centre) de part et d’autre du noyau. B)
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6Mécanismes d’import (gauche) et d’export (droite) nucléaires tel que respectivement décrit
dans les sections 1.1.1.1.2.1 et 1.1.1.1.2.2.
Tiré de (Weis, 2003)
Les karyophérines constituent la plus importante classe de transporteurs nucléaires
(Fried & Kutay, 2003). Comptant plus d’une vingtaine de membres chez les métazoaires,
on y retrouve des intermédiaires de l’import et de l’export nucléaire comme les importines
3 et les exportines, respectivement. Elles ont comme cargo des protéines, de l’acide
ribonucléique (ARN) et des ribonucléoprotéines (Fahrenkrog et al, 2004; Fried & Kutay,
2003; Weis, 2003; Xu & Massague, 2004). Le temps de reconnaissance entre les
karyophérines et leurs cargos respectifs (10 secondes), plutôt que le passage dans le NPC
(0,002 secondes), constitue l’étape limitante du transport nucléo cytoplasmique (Riddick &
Macara, 2005; Smith et aI, 2002; Timney et al, 2006).
1.1.1.1.2.1 Import nucléaire
Plusieurs protéines possèdent dans leur séquence primaire un signal de localisation
subcellulaire (Wickner & Schekrnan, 2005). Le signal de localisation nucléaire (NLS) le
mieux caractérisé se retrouve dans la séquence de l’antigène T du virus simien 40 (SV4O)
(Kalderon et al, 1984a; Kalderon et al, 19$4b; Richardson et al, 1986). Cette séquence, à
l’instar des autres NLS « classiques », contient un noyau riche en résidus lysine et arginine
(Tableau 1-I); (Christophe et al, 2000; Lange et ai, 2007). Différentes importines a
reconnaissent et lient différents NLS. Via un domaine autre, l’importine a s’associe avec
l’importine 3. Cette dernière est responsable du processus de transiocation en interagissant
avec les motifs FG des nucléoporines (Bayliss et al, 2000; Bednenko et al, 2003). De plus,
parmi la vingtaine d’importines 3 connues, certaines reconnaissent directement des NLS,
indépendamment des importines a (Christophe et al, 2000; Fried & Kutay, 2003). En outre,
les importines possèdent des fonctions spécifiques de chaperonnes cytoplasmiques pour les
7domaines basiques que constituent les NLS (Jakel et ai, 2002), ce qui pourrait expliquer en
partie leur apparente redondance (Fried & Kutay, 2003).
Tableau 1-I Signaux d’import et d’export nucléaire
Signal Consensus Exemple Séquence Transporteur
NLS monopartie (K!R) SV4O Antigène T PKKKRKVE Importines a et (3
NLS bipartie (KJR),X012(KJR)3 Nucléoplasmine KRPAATKKAGQAKKKK Importines a et (3
NES LX,(LfI/VfM/F)X,LX(L/I/V) MEK 1 LQKKLEELEL Exportine CRM 1
Après son passage dans le NPC, l’importine f3 interagit avec le complexe Ran-GTP
(Figure 1-3B, page 5). Très concentrée dans le noyau (Figure 1-3A), la GTPase Ran
lorsqu’ en complexe avec le GTP, induit des changements conformationnels qui permettent
la dissociation entre l’importine f3 et son cargo (Fried & Kutay, 2003; Weis, 2002). La
dissociation du complexe cargo(NLS)-importine a-importine f3 est aussi facilitée par
certaines Nup de la face nucléaire du NPC (Booth et ai, 1999; Gilchrist et al, 2002;
Solsbacher et ai, 2000). L’importine f3 possède une très haute affinité pour Ran-GTP, et le
complexe importine f3-Ran-GTP retourne vers le cytoplasme, poussé par le gradient de
GTP. Alors que le passage de l’importine f3 de part et d’autre du NPC s’est fait sans
énergie, c’est le retour à l’état initial, qui en demande afin de maintenir le gradient de GTP.
En effet, arrivé dans le cytoplasme, le complexe importine f3-Ran-GTP entre en contact
avec plusieurs protéines comme RanGAP, RanBP1 et RanBP2 qui augmentent l’activité
GTPase (GAP) de Ran, jusqu’alors très faible. Le GTP de Ran est hydrolysé en guanosine
diphosphate (GDP), ce qui induit la dissociation de l’importine f3 dont l’affinité pour
Ran-GDP est basse. Ran-GDP retourne au noyau via le transporteur Nuclear transport
factor 2 (NTF2) qui franchit le NPC (Figure 1-4, page 10) à la manière d’une importine
(Stewart, 2000). Le cycle se complète au noyau lorsque le facteur d’échange de guanine
nucléotides (GEF), ReguÏator ofthe onset of chromosome condensation 1 (Rccl) recharge
Ran en GTP tout en le libérant de son GDP (Fahrenkrog et al, 2004; Fried & Kutay, 2003;
$Lange et ai, 2007; Weis, 2003; Xu & Massague, 2004). Rccl joue un rôle clé en permettant
le maintien d’une concentration nucléaire en Ran-GTP 200 fois supérieure à celle du
cytoplasme, et c’est cette différence de part et d’autre de la membrane nucléaire qui agit
comme moteur du transport nucléo-cytoplasmique (Weis, 2003). En somme, de manière
grossière, l’importine troque dans le noyau son cargo possédant un NLS pour RanGTP,
ce qui lui fera regagner le cytoplasme. Un apport constant en énergie sous forme de GTP
permet de retourner à l’état initial après que l’activité GTPase de Ran ait augmenté dans le
cytoplasme, et conséquemment, de recommencer un autre cycle.
1.1.1.1.2.2 Export nucléaire
L’export d’une molécule du noyau vers le cytoplasme se fait de manière analogue
(Figure 1-3, page 5). De tous les facteurs d’export nucléaire, Chromosome region
maintenance 1 (CRM1) demeure parmi les plus versatiles et les plus utilisés (Fried &
Kutay, 2003). Cette protéine lie les séquences riches en leucine (Tableau 1-I, page 7) des
signaux d’export nucléaire (NES) (Fukuda et ai, 1997a). Toutefois, cette liaison ne peut
avoir lieu qu’en présence de Ran-GTP, elle est donc restreinte au noyau (Weis, 2003). Le
gradient de Ran-GTP favorise la progression du complexe cargo(NES)-CRM1-Ran-GTP.
La dissociation de ce complexe résulte à nouveau de l’action des GAP sur Ran. Le cargo
est alors libéré dans le cytoplasme, et Ran-GDP ainsi que CRMÏ retournent au noyau afin
de compléter ce cycle de transport nucléo-cytoplasmique et de préparer le prochain (Fried
& Kutay, 2003; Weis, 2002). La faible affinité entre le NES et CRM1 favorise également
leur dissociation cytoplasmique puisque des mutants possédant un NLS de trop haute
affinité pour CRM1 s’accumulent dans le NPC (Kutay & Guttinger, 2005). La leptomycine
B (LMB) est un agent pharmacologique et un outil puissant pour l’étude des protéines
exportées par CRM1. Elle lie de manière covalente la cystéine 52$ de CRM1, inhibant
toute interaction entre cette dernière et des protéines contenant un NES (Kau & Silver,
2003). La LMB affecte le transport de plusieurs molécules de signalisation cellulaire dont
91KB, c-Abi ainsi que IvifiKi et MEK2 (Adachi et ai, 2000; Taagepera et ai, 199$; Tam et ai,
2000).
1.1.1.1.3 Transport et sélectivité dans le NPC
En plus d’être structuraiement très soupies (Lim et aI, 2006; Pauliilo et ai, 2005),
piusieurs Nup sont également mobiles (Fahrenkrog et aI, 2004). On les retrouve parfois
même à l’extérieur du NPC (Griffis et ai, 2003). La mobilité et la souplesse des Nup
contenant des motifs FG en combinaison avec le système Ran-GTP convient parfaitement à
i’association et à la dissociation rapides d’un cargo et de son transporteur, et par
conséquent, à un transport bidirectionnel efficace à travers le NPC (Fahrenkrog et ai, 2004).
De plus, un cargo lié en complexe d’import ou d’export perd une partie de ses propriétés
fonctionnelles et ne contribue plus au gradient de cargo libre à i’encontre duquel il voyage,
ce qui en facilite le transport (Fried & Kutay, 2003). Dans ce système, le GTP constitue ia
seule source d’énergie (Weis et ai, 1996), et l’écart significatif entre ies concentrations de
Ran-GTP de chaque côté de l’enveloppe nucléaire représente la principale source de la
direction du transport nucléo-cytoplasmique (Kose et ai, 1997). En effet, cette direction du
transport se voit inversée lorsque la concentration de Ran-GTP est très élevée dans le
cytoplasme (Nachury & Weis, 1999). Ainsi, le déplacement des transporteurs à l’intérieur
du NPC peut être décrit comme un processus de diffusion facilitée pendant lequel le
transporteur, généralement sous forme dimérique, saute symétriquement d’une Nup à
l’autre (Figure 1-4) par une série d’interactions de faible affinité avec les motifs F0
distribués le long du NPC (Fried & Kutay, 2003; Peters, 2005; Strawn et ai, 2004; Weis,
2003; Zeitier & Weis, 2004).
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Figure 1-4 Passage à travers le NPC
Représentation schématique du cycle de NTF2 avec sa transiocation nucléaire, sautant
symétriquement d’un motif FG à un autre.
Tiré de (Stewart, 2000)
Néanmoins, des questions subsistent quant à la manière dont les molécules sont
sélectivement acheminées à travers le NPC. Trois modèles sont proposés (Figure 1-5) pour
expliquer notamment comment le NPC permet la diffusion passive de molécules au
diamètre inférieur à 9 nm (environ 60 kDa), mais le transport rapide et bidirectionnel de
complexes allant jusqu’à 35 nm (près de 60 MDa) sans que ceux-ci soient dépliés, tout en
maintenant à l’écart les cargos ne possédant pas de NLS ou de NES (Fried & Kutay, 2003;
Peters, 2005; Weis, 2003). Ces trois modèles sont validés par des expériences récentes de
microscopie et de spectroscopie (Lim et aI, 2006).
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Figure 1-5 Modèles de sélectivité du NPC
Schémas comparatifs des modèles mécanistiques de sélectivité du NPC, avec vue à vol
d’oiseau (encadré). De gauche à droite modèle de la porte d’affinité, modèle de la phase
sélective, et modèle des « spaghetti huileux »..
Tiré de (Weis, 2003)
1.1.1.1.3.1 Porte d’affinité Brownienne
Dans ce modèle, les transporteurs interagissent préférentiellement avec les motifs
F0 des Nup situées aux abords du NPC, sur la face cytoplasmique ou nucléaire. Ces
nucléoporines permettent alors aux transporteurs ainsi «attirés» de diffuser par
mouvement brownien dans le NPC et de franchir un point d’étranglement fixe dont
l’ouverture est de 9 nm (Rout et al, 2000). Ainsi, les Nup aux faces externes du NPC
attireraient les protéines interagissant avec les motifs F0 tout en laissant diffuser librement
les petites molécules et en repoussant les grosses. Toutefois, on reproche à ce modèle de ne
pas permettre d’expliquer la translocation de gros cargos à travers une embouchure étroite
(Fried & Kutay, 2003).
1.1.1.1.3.2 Phase sélective
Par ailleurs, il a été proposé que les Nup entrelacées par des interactions faibles
entre leurs motifs F0 établiraient un réseau de mailles à l’intérieur du NPC. Ces mailles
hydrophobes formant une phase hydrophobe agiraient comme passoire laissant diffuser les
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petites molécules et rejetant les grosses molécules hydrophiles. En interagissant plus
fortement mais de manière transitoire avec les motifs FG, les transporteurs pourraient
défaire les mailles et ainsi traverser le NPC, les mailles se refermant derrière eux (Ribbeck
& Gorlich, 2001). Ce modèle qui explique plus facilement le transit de cargos pouvant faire
plus de 35 nm que la diffusion de petites molécules, n’a jamais été directement observé
(Fried & Kutay, 2003). Or, des travaux récents démontrent que les motifs FG des Nup
peuvent former des interactions stables in vivo, constituant un réseau hydrophobe à la fois
stable et flexible, comparable à un gel constitué d’agarose à 0,4% (Frey et aI, 2006). De
plus, en accord avec le modèle proposé, les molécules en transit résident plus longtemps
dans le NPC que si elles diffusaient librement, suggérant ainsi que le transport de cargos
peut effectivement défaire certaines interactions, c’est-à-dire dissoudre partiellement le gel.
1.1.1.1.3.3 «Spaghetti huileux»
Un modèle hybride suggère que les Nup n’interagiraient pas entre elles, mais
formeraient néanmoins un ensemble souple et désordonné avec une ouverture centrale de
10 nm (Macara, 2001). Le NPC serait franchi par des associations transitoires avec
plusieurs motifs FG, les Nup étant suffisamment flexibles pour être déplacées et permettre
le passage d’un gros cargo.
Ces modèles assument tous trois qu’aucune molécule est exclue du NPC de manière
active, que sa sélectivité repose exclusivement sur les interactions avec les motifs FG, et
que la transiocation en elle-même se fait par mouvement aléatoire et/ou diffusion facilitée
(Fried & Kutay, 2003; Weis, 2003). Ils cautionnent également les observations selon
lesquelles la direction du transport nucléo-cytoplasmique provient uniquement du gradient
de Ran-GTP qui fournit une force motrice et permet une association/dissociation rapide
entre les transporteurs et leur cargo.
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1.1.1.2 Membranes et organelles
Outre le noyau et le cytoplasme, plusieurs autres structures subcellulaires ont des
compositions protéiques uniques. Il s’agit majoritairement d’organelles délimitées par une
ou plusieurs membranes. Alors que la synthèse protéique n’a lieu que dans le cytoplasme et
les mitochondries, les protéines nouvellement synthétisées doivent être correctement
ciblées, et franchir en totalité ou en partie les membranes qui les séparent de leurs lieu
d’activité (Wickner & Schekman, 2005).
1.1.1.2.] Séquences signal
Des séquences signal analogues aux NLS et NES permettent l’aiguillage des
protéines qui les contiennent. En favorisant des interactions avec des protéines etlou des
lipides, ces séquences permettent le ciblage vers et dans certaines membranes particulières.
Parmi les cibles, on compte la membrane plasmique, le réticulum endoplasmique (RE),
l’appareil de Golgi, les endosomes, les peroxysomes et les mitochondries (van Vliet et al,
2003; Wickner & Schekman, 2005). Chaque organelle possède ses signaux dont la
séquence primaire n’est pas conservée, bien que la polarité et les motifs tridimensionnels
permettant le ciblage, eux le soient (Wickner & Schekman, 2005).
À l’exception des mitochondries (dont 99% des protéines sont importées) et des
peroxysomes qui incorporent leurs protéines de manière post-traductionnelle, la
translocation dans les membranes afin de les franchir ou d’y être incorporées, est un
processus co-traductionnel (Wickner & Schekman, 2005). Toutefois, des récepteurs servant
à la reconnaissance des séquences signal ainsi que des chaperonnes contribuant au bon
dépliement des protéines ciblées, sont au coeur de ces deux processus (Figure 1-6). De plus,
la translocation requiert un apport en énergie qui est généralement d’origine nucléotidique
(ATP, GTP), mais qui, dans le cas des mitochondries, est assuré par leur gradient
intermembranaire de protons (Wickner & Schekman, 2005).
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Figure 1-6 Transiocation à travers une membrane
Modèle général d’ incorporation co-traductionnelle d’une protéine dans une membrane. Une
protéine en néosynthèse est reconnue à la fois par une chaperonne et son récepteur qui agit
comme moteur pour faire passer la protéine dépliée dans le Translocon. Après quoi, celle-ci
est repliée par une autre chaperonne et peut se voir déchargée dans la membrane ou dans la
lumière de l’organelle.
Tiré de (Wickner & Schekman, 2005)
Le passage à travers le RE constitue sans doute le modèle le mieux caractérisé de
translocation à travers une membrane. De plus, le RE constitue le point de départ des
protéines ciblées aux membranes plasmiques, à l’appareil de Golgi, aux endosomes et aux
granules sécrétoires (van Vliet et al, 2003). En bref, la séquence signal d’une protéine en
cours de traduction est reconnue par le Signal recognition particule (SRP). Cet important
complexe riboprotéique lié à la membrane du RE agit comme coordonnateur de la
translocation de concert avec les chaperonnes et le ribosome afin de déplier la protéine
naissante et d’en ralentir la traduction (Cheng & Gilmore, 2006). Lorsque le SRP et son
récepteur à la membrane du RE lient tous deux le GTP, la protéine complexée au ribosome
est transférée dans le Translocon pour franchir la membrane (Schnell & Hebert, 2003) alors
que sa traduction reprend. Si environ une vingtaine d’acides aminés hydrophobes entrent
consécutivement dans le Translocon, la protéine est relâchée latéralement dans la
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membrane et s’y trouve enchâssée, sinon, elle continue dans la lumière du RE et pourra être
sécrétée ou ciblée en tant que protéine soluble. Les chaperonnes de la lumière contribuent
au repliement des protéines franchissant le pore de transiocation ainsi qu’à leur maturation
et à leur ciblage (Meyer & Dobberstein, 1980; Rothman & Lodish, 1977; Walter & Blobel,
1980).
1.1.1.2.2 Domaines de ciblage
Les protéines néo-synthétisées peuvent également se retrouver à la face
cytoplasmique des membranes. On parle alors de protéines périphériques. Différents
domaines d’interaction avec les phospholipides qui composent les membranes permettent
aux protéines qui les renferment d’atteindre le pourtour d’ organelles ou la membrane
plasmique. Ces domaines se retrouvent (parfois en plusieurs exemplaires) sur de
nombreuses protéines impliquées dans les mécanismes de signalisation cellulaire, ainsi que
dans le transit des vésicules et organelles (Balla, 2005; Cho & Stahelin, 2005). Une seule
copie est généralement suffisante pour le ciblage de la molécule hôte, mais ces domaines de
ciblage sont plus efficaces en combinaison avec d’autres domaines et coopèrent dans
plusieurs interactions avec des protéines pour former des complexes (de signalisation) à une
membrane déterminée.
La composition des membranes varie selon les régions subcellulaires.
Conséquemment, c’est la sélectivité des différents domaines envers certains phospholipides
qui est à la base de la spécificité de ciblage. Les principaux domaines de liaison aux
phospholipides sont donnés dans le tableau ci-dessous. En outre, certains de ces domaines
ne lient pas les phospholipides de manière préférentielle, mais possèdent néanmoins des
motifs structurels similaires (Balla, 2005; Cho & Stahelin, 2005). Pour la plupart, ces
domaines sont davantage conservés dans leurs structures que dans leurs séquences, de sorte
que les quelques séquences consensus bien définies sont généralement très courtes (Balla,
2005).
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Tableau 1-II Domaines de ciblage à la membrane
Principaux domaines liant des phospholipides (et domaines structurellement apparentés)
qui permettent une localisation membranaire des protéines.
Domaine Signification Spécificités de liaison
Cl Diacyl glycerol
C2 Calcium
PH Phosphoinositides
FYVE Phosphoinositides
PX Phosphoinositides
ENTH Phosphoinositides
ANTH Phosphoinositides
FERM Phosphoinositides et protéines
PTB Phosphotyrosine
PDZ Petits peptides en C-terminal de
nrotéines transmembranaires
Exemples
PKC conserved 1 Isoformes de PKC
PKC conserved 2 PKC, cPLA,
Pleckstrin homology Akt, Btk, PLCÔ
Fabi, YOTB, Vaci et EEAÏ PKCÔ, EEA1
Phox 47PHOX PI 3-kinases
Epsin N-te r,ninat homology Epsine, HI-1
API8O N-terminal homotogy Adaptateur de clathrines AP-2
From bond 4.1, ezrin, radixin, moesin JAK3, Ezrine
Phosphotyrosine binding WS-1, Shc
Postsynaptic density protein, PSD95
disk large, zonuta occludens récepteurs du glutamate
1.1.1.2.3 Modifications post-traductionneÏtes
Certaines protéines périphériques ne possèdent pas de domaine de liaison aux
phospholipides et sont ciblées à la membrane plasmique ou vers des organelles comme les
endosomes et l’appareil de Golgi par la liaison covalente avec des molécules lipidiques
(Greaves & Chamberlain, 2007). La thio-acylation est un phénomène réversible au cours
duquel une cystéine est modifiée par l’ajout d’un acide gras (palmitate), d’un groupement
myristyl, famesyl ou geranylgeranyl (Magee & Seabra, 2005). D’autres modifications
lipidiques peuvent moduler l’activité etlou la localisation subcellulaire. Parmi celles-ci on
retrouve l’acylation sur une glycine N-terminale, ou sur des résidus lysine, et la
carboxyméthylation d’une cystéine préalablement acylée (Magee & Seabra, 2005; Smotrys
& Linder, 2004). Par ailleurs, plusieurs protéines impliquées dans le transport vésiculaire
ou dans les mécanismes de signalisation sont thio-acétylées. La mieux caractérisée d’entre
elles est sans doute la GTPase monomérique Ras (Rat sarcorna); (Goodwin et al, 2005;
Philips, 2005; Rocks et al, 2005). Habituellement précédée par d’autres résidus semblables,
la cystéine modifiée fait souvent partie d’un motif CAAX en plus d’avoir plusieurs acides
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aminés basiques dans son environnement afin de former une surface chargée positivement
et ainsi favoriser les interactions avec les phospholipides membranaires. Le lieu de ciblage
d’une protéine thio-acylée dépend de la nature et du nombre de modifications, influençant
ainsi l’affinité pour les compositions lipidiques des différents compartiments subcellulaires
(Greaves & Chamberlain, 2007; Magee & Seabra, 2005; Smotrys & Linder, 2004). Par
exemple, la greffe en C-terminal d’une séquence CAAX, mais pas SAAX, sur les protéines
ExtraceÏÏuÏar signal-reguïated kinase 1 (ERK1) et ERK2, entraîne leur relocalisation à la
membrane plasmique (Hochholdinger et ai, 1999).
Des modifications post-traductionnelles de nature non lipidique peuvent également
affecter la localisation subcellulaire des protéines. Notamment, l’ajout d’un groupement N
acétyl glucosamine (G1cNAc) sur des résidus sérine et thréonine joue un rôle dans le
ciblage nucléaire de certaines protéines (Guinez et aI, 2005; Monsigny et al, 2004). En
outre, l’ajout de G1cNAc sur plusieurs Nup est essentiel au transport nucléaire (Duverger et
al, 1993; Duverger et al, 1995; Duverger et aI, 1996). Toutefois, les mécanismes liant le
GlcNAc au ciblage et transport nucléaire demeurent méconnus (Guinez et al, 2005;
Monsigny et ai, 2004).
Un signal de ciblage subcellulaire peut de surcroît être généré lors de la
modification d’une protéine par phosphorylation (Section 1.1.2.1, page 1$). En effet, la
phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription sur des résidus précis va de pair avec
leur localisation cytoplasmique (Brunet et al, 1999a; Kaffman & OShea, 1999). Dans
certains cas, la phosphorylation agit en perturbant ou masquant le NLS qui n’est alors plus
reconnu par le transporteur (Kaffman & O’Shea, 1999). Ou encore, elle agit directement
comme signal d’export nucléaire (Benzeno et al, 2006; Diehl et al, 1997). À lopposé, la
phosphorylation peut induire la localisation nucléaire de nombreuses protéines (Kaffman &
O’Shea, 1999), dont plusieurs sont des acteurs clés dans des processus de signalisation
cellulaire (Sectionl.5.2.3.2, page $7). Un mécanisme fréquemment utilisé est la liaison par
les protéines de la famille 14-3-3 de protéines phoshorylées sur des sites spécifiques, ce qui
entraîne le rétention cytoplasmique (Yaffe & Elia, 2001). Enfin, les molécules du transport
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nucléo-cytoplasmique sont aussi sujettes à une régulation négative par phosphorylation
(Kehlenbach & Gerace, 2000).
1.1.2 Protéines kinases
Une fois sa localisation subcellulaire atteinte, une protéine impliquée dans les
mécanismes de signalisation cellulaire doit alors effectuer correctement sa fonction. Un des
mécanismes les mieux décrits permettant une réponse intracellulaire à des stimuli
extracellulaires est la modification d’une protéine par phosphorylation (Cohen, 1982). Les
protéine kinases sont les enzymes dont la fonction est le transfert d’une molécule de
phosphate sur un substrat donné. En tant que régulateurs de la phosphorylation, une pléiade
de kinases sont elles-mêmes sujette à cette modification post-traductionnelle, qui se fait
généralement de manière plus abondante dans leur extrémité C-terminale (Villen et al,
2007).
1.1.2.1 Phosphorylation
L’activation de la phosphorylase par le transfert enzymatique du phosphate ‘ de
l’ATP (Fischer & Krebs, 1955) est la première description d’un changement de
conformation induit par phosphorylation. En effet, un phosphate porte une double charge
négative à pH physiologique, et sa liaison covalente perturbe l’équilibre électrostatique de
la molécule à laquelle il est greffé. Les protéines, habituellement porteuses de plusieurs
charges positives et négatives simultanément, sont particulièrement sensibles à cette
modification. Aujourd’hui, nous savons que la phosphorylation des protéines est un
phénomène réversible, et qu’en plus de jouer des rôles d’activation ou d’inactivation, la
phosphorylation de certains résidus peut créer des domaines de reconnaissance etlou de
liaison pour d’autres protéines, et affecter la localisation subcellulaire de la protéine, sa
demi-vie ainsi que son potentiel oncogénique (Pawson, 2004; Pawson & Scott, 2005; Yaffe
& Elia, 2001). D’importantes initiatives ont été entreprises pour identifier le grand nombre
possible de sites de phosphorylation dans le dessein de mieux comprendre cette composante
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dynamique de la régulation cellulaire (Kim et al, 2005a; Olsen et ai, 2006; Viilen et ai,
2007; Wu et ai, 2006b)
ATP ADP
Le transfert réversible du ‘y-phosphate de l’ATP induit des changements de conformation et
peuvent modifier l’état d’activation d’une protéine.
Adapté de (Berg et al, 2007; Voet & Voet, 2004)
1.1.2.2 Sites de phosphorylation
Une protéine peut être phosphorylée sur un ou plusieurs des acides aminés qui la
composent. Bien avant que l’origine enzymatique du phénomène ne soit connue, une
protéine contenant de la phosphosérine avait été décrite (Lipmann & Levene, 1932). La
sérine et la thréonine sont demeurées pendant près de quarante ans les seuls acides aminés
connus comme pouvant être phosphorylés chez les protéines de mammifères, jusqu’à la
découverte de phosphotyrosine (Eckhart et ai, 1979; Hunter & Sefton, 1980).
Chez les levures et les plantes, on retrouve également de la phosphorylation sur des
résidus sérine et thréonine, mais pas en tyrosine, à quelques exceptions près. De plus, des
composantes dites de «phospho-relais à deux composantes» impliquant des résidus
phosphohistidine et de la phosphoaspartate y ont été bien caractérisées (Besant et al, 2003;
Matthews, 1995; Mizuno, 1998). En outre, de la phospholysine ainsi que de la
Figure 1-7 Phosphorylation des protéines
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phosphohistidine ont été décrites chez les mammifères, mais leurs rôles demeurent mai
connus (Matthews, 1995; Matthews & Huebner, 1984).
OH
o o OH
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HO—R—OH HO—P--OH b P-.=O
C Z
H2N00h1 H2N1”00H H2NC(
Phosphoserine Phosphothréonlne Phosphotyrosine Phosphohistidine Phosphoaspartate
Figure 1-8 Acides aminés accepteurs de phosphate
Adapté de (Berg et ai, 2007; Kiumpp & Krieglstein, 2005; Mizuno, 1998; Voet & Voet,
2004)
La nature des phosphoamino acides n’est pas forcément la même au sein d’une
seule protéine. Par exemple, une protéine peut contenir de la phosphothréonine et de la
phosphotyrosine, comme c’est le cas de nombreuses MAP kinases. Le nombre et la nature
des résidus phosphorylés ainsi que leur environnement au sein de la protéine influencent à
différents degrés la conformation et l’activité de la protéine qui les arbore.
Généralement, la phosphorylation en tyrosine est associée aux évènements de
signalisation dits «précoces ». Ceux-ci ont lieu sur les premiers acteurs impliqués
lorsqu’ un signal extracellulaire (particulièrement un signal de croissance) franchit la
membrane et engendre une cascade de signalisation. Conséquemment, la phosphorylation
en tyrosine des protéines a généralement cours près de la membrane plasmique et dans le
cytoplasme, alors que la phosphorylation en sérine et thréonine survient généralement plus
tardivement dans le cytoplasme et dans le noyau. Dans cet ouvrage, il sera principalement
question de phosphorylation sérine et thréonine, tout comme des kinases qui catalysent ce
type de phosphorylation.
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1.1.2.3 Structure des protéine kinases
On estime que les protéine kinases forment 1,7% du génome humain (Manning et
ai, 2002) et phosphoryleraient 30 à 50% des protéines qui y sont encodées (Kobe et ai,
2005). En incluant les différents états de phosphorylation pour chaque protéine, les 518
kinases humaines généreraient donc jusqu’à 20 000 phosphoprotéines aux propriétés
différentes (Johnson & Hunter, 2005). Les kinases jouent donc un rôle important dans une
myriade de processus physiologiques qui régissent l’organisme tout au long de la vie.
Toutefois, malgré la grande variété de leurs fonctions biologiques, les
sérine/thréonine kinases forment avec les tyrosine kinases une superfamiile d’une
surprenante homologie (Hanks & Hunter, 1995; Johnson et ai, 2001). Cette parenté est
attribuable à leur domaine kinase qui catalyse le transfert du y-phosphate d’un nucléotide
triphosphate (généralement de l’ATP, mais parfois aussi du guanosine triphosphate, GTP)
vers un substrat. Composé de 250 à 300 acides aminés, le domaine kinase se subdivise à
son tour en 12 sous-domaines conservés (Hanks et al, 198$). Le tout se replie en deux lobes
formant le noyau catalytique dont la structure tridimensionnelle est elle aussi hautement
conservée (Hanks & Hunter, 1995; Johnson et ai, 2001); (Figure 1-9). Première kinase
cristallisée (Knighton et aI, 1991), ia protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA)
sert fréquemment de prototype à cette superfamille (Francis & Corbin, 1994; Taylor et al,
1990; Taylor et al, 1992).
Le lobe N-terminal, également appelé petit lobe, est composé d’environ 80 acides
aminés. Il englobe les sous-domaines I à IV, et se replie en cinq feuillets 3 antiparallèles
enjambés par une hélice a. Considéré comme plus malléable que le lobe C-terminal, il
contribue à la catalyse en permettant l’amarrage et le bon positionnement du nucléotide
ainsi que des phosphates de l’ATP (Hanks & Hunter, 1995). Par des interactions ioniques et
des ponts hydrogène, cette dernière molécule sert de pont entre les deux lobes dont
l’interface constitue une fissure hydrophobe dans laquelle se glisse son noyau nucléotidique
(Johnson et aI, 2001).
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Intégration des différents sous domaines dans la structure tridimensionnelle de la PKA. Les
points blancs indiquent les résidus les plus hautement conservés; les points rouges, les sites
de phosphorylation.
Tiré de (Johnson et al, 2001)
De son côté, le gros lobe en C-terminal, comprend les sous-domaines VIB à XI qui
sont repliés surtout en hélices cc Il joue un rôle très important en permettant l’amarrage du
peptide substrat, et oriente le ‘-phosphate vers ce dernier (Johnson et al, 2001). On y
retrouve la boucle d’activation, une région souvent désorganisée dont la phosphorylation
induit une conformation active et ordonnée (Johnson et al, 2001). C’est en partie le cas lors
de la phosphorylation dans la boucle d’activation de la sérine/thréonine kinase ERK2 qui
rend la protéine catalytiquement active, puisqu’elle induit entre autres le rapprochement des
deux lobes et le désencombrement du site de liaison au substrat (Canagarajah et aI, 1997)
(Figure 1-25, page 84). Le rapprochement des deux lobes ne se fait pas dans un simple
Figure 1-9 Structure des protéïne kinases
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mouvement de charnière, mais serait plutôt la combinaison de glissements et de pivots
(Johnson et ai, 2001).
Tableau 1-III Sous-domaines catalytiques
Principales fonctions des différents sous-domaines catalytiques des kinases avec leurs
résidus et motifs les plus hautement conservés.
D’après (Hanks & Hunter, 1995; Johnson et ai, 2001)
Sous- Résidu(s) Résidu(s) Résidu(s)Fonction pnncipaledomaine conserve(s) PKA ERKI
I Positionnement et coordination des phosphates a et 3 GXGXXGXV 51-5$ 49-56
II Liaison et positionnement des phosphates a et (3 K 73 71
III Stabilisation des interactions de Lys 73 E 92 8$
IV Ancrage hydrophobe avec le lobe C-terminal
V Lien entre les deux lobes
VIA Structure de soutien
Vifi Boucle contenant la base catalytique HRDLKXXN 165-172 164- 171
VII Orientation du phosphate ‘‘ DFG 185-187 184-186
VIII Boucle d’acivation; reconaissance et ancrage du substrat APE 207-209 206-208
IX Stabilisation de la boucle catalytique D 221 220
X Peu conservé, présence parfois d’une insertion aucune 271-29$
XI Ancrage de la boucle d’activation au lobe C-terminal R 280 318
Bien qu’ils agissent tous de manière coordonnée au sein de la kinase, les douze
sous-domaines possèdent chacun au moins une fonction particulière, et surtout des résidus
clés et conservés qui sont associés à cette fonction. Les principales propriétés en sont
résumées dans le tableau de la page précédente.
1.1.2.4 Classification des kinases
Bien que très conservés, les domaines kinase ne sont pas entièrement homogènes.
Ce sont ces disparités de séquence qui servent de base de classement (Hanks & Hunter,
1995; Manning et aI, 2002). Les particularités fonctionnelles de chacun de ces neuf groupes
transparaissent néanmoins car la structure et la fonction d’une protéine sont intimement
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liées. De plus, ces mêmes neuf groupes se retrouvent chez tous les métazoaires (Manning et
ai, 2002).
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Figure 1-10 Parenté des groupes de kinases
Arborescence des groupes de protéine kinases humaines à l’exception des kinases
atypiques.
Tiré de (Manning et ai, 2002)
Ainsi, les enzymes du groupe Tyrosine kinase (TK) sont les seules à phosphoryler
des résidus tyrosine, alors que toutes les autres sont des sérine/thréonine kinases, On
retrouve dans ce groupe les récepteurs de plusieurs facteurs de croissance, le proto
oncogène Src ainsi que la Focal adhesion kinase (FAK). Le groupe hybride Tyrosine
kinase-like (TKL) est composé de sérine/thréonine kinases qui possèdent des attributs des
TK. Il est très diversifié et inclut des membres des familles IvILK (Mixed-Ïineage kinase),
Raf (Rapidly growing fibrosarcoma) et Ksr (Kinase supressor of Ras). Les membres du
petit groupe Receptor guanylate cyclase (RGC) possèdent également une structure similaire
à celle des TK, malgré leur activité guanyiyl cyclase. Le groupe STE (Sterile), quant à lui,
renferme des membres qui se retrouvent à différents endroits dans des cascades de
phosphoryiation en amont des MAP kinases. Ces dernières appartiennent au groupe CMGC
(CDK, MAP kinase, GSK3, CLK), dont la différence majeure vis-à-vis des autres kinases
est la présence d’une insertion entre les sous-domaines X et XI, et une préférence pour les
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substrats riches en proline. Les kinases des groupes AGC (contenant les familles PKA,
PKC et PKG) et CaMK (kinases dépendantes du calcium et/ou de la calmoduline),
partagent toutes deux d’être activables par les seconds messagers comme l’AMPc et le
calcium, respectivement, ainsi qu’une préférence pour les résidus sérine/thréonine avec des
acides aminés basiques dans leur environnement. À l’inverse, une préférence pour les
substrats dans un environnement acide, semble avoir cours chez les membres de la famille
Caséine kinase 1 (CK1); (Meggio & Pinna, 2003). Les protéine kinases qui ne figurent pas
parmi ces huit groupes sont très hétérogènes, mais possèdent néanmoins une
structure/fonction qui les apparente aux autres kinases (Hanks & Hunter, 1995). Les
propriétés et particularités de neuf groupes de protéine kinases sont résumées dans le
tableau à la page suivante.
Tableau 1-IV Classification des kinases
Classification des protéines kinases eucaryotes avec leurs familles et sous-familles.
Adapté de (Hanks & Hunter, 1995; Manning et al, 2002)
. Sous- Kinases Kinases ExemplesGroupe Familles
familles S. cerevtsiae H. saptens (famille>sous-famille>kinases)
AGC 14 21 17 63 AKT»Aktl, Akt2, Akt3
CAMK 17 33 21 74 MAPKAPK>MNK>MNK1, MNK2
CK1 3 5 4 12 CK1»CKÏa, CKÏa2
CMGC $ 24 21 61 MAPK>ERKERK1, ERK2, ERK3, ERK4
STE 3 13 14 47 STE7»MEK1, MEK2, MEK5, MEK6
TK 30 30 0 90 EGFR»EGFR, Her2
TKL 7 13 0 43 RAF»A-Raf, B-Raf, Raf- 1
RGC 1 1 0 5 RGC»NPR-A, NPR-B
Autres 51 61 53 123 Autre>IKK>IKKa, IKKr3, IKKe, TBK1
Total 134 201 130 518
Groupe Particularités Préférences substrat
AGC Régulation par les nucléotides Riches en acides aminés basiques
CAMK Régulation par le calcium et/ou la calmoduline Riches en acides aminés basiques
CK1 Riches en acides aminés acides
CMGC Insertion entre les sous-domaines X et XI Riches en proline
STE Contient MAPKKKK, MAPKKK et MAPKK
1K Seules tyrosines kinases Varie selon domaines d’interaction modulaires
TKL Serine/trhéonine kinases avec une structure TK
RGC Similarités aux TK Guanylyl cyclases
Autres Grande variabilité Serine/thréonine
1.2 MAP kinases
L’établissement du lien entre l’activité tyrosine kinase de la protéine Src et son
potentiel oncogénique (Eckhart et al, 1979; Hunter & Sefton, 1980) a eu d’importantes
répercussions au tournant des années 1980. De plus, de nombreuses similitudes entre cette
oncogenèse virale et les effets de plusieurs facteurs de croissance ont été observées (Cooper
et al, 1982; Cooper & Hunter, 198 lb). De nouveaux outils, comme des anticorps anti
phosphotyrosine, ont alors permis de mettre en lumière l’importance des récepteurs aux
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facteurs de croissance comme le pÏateÏet-derived growth factor (PDGF) (Daniel et ai,
1985), l’epiderrnal growthfactor (EGF) (Hunter & Cooper, 1981), et l’insuline (Kasuga et
al, 1982) dans les événements de phosphorylation en tyrosine. La phosphotyrosine devint
subséquemment l’objet de plusieurs recherches visant d’abord l’identification de nouveaux
substrats et, par la suite, de kinases (Cooper & Hunter, 1983).
1.2.1 Découverte des MAP kinases
De cette quête de protéines phosphorylées en tyrosine, un candidat se démarqua.
Dans plusieurs lignées cellulaires traitées au PDGF ou à l’EGF (Cooper et aI, 1982; Cooper
& Hunter, 1983; Kohno, 1985; Rossomando et al, 1989), à la thrombine (Kohno &
Pouyssegur, 1986), aux esters de phorbol (Kazlauskas & Cooper, 1988; Rossomando et ai,
1989), dans des cellules transformées de manière virale (Cooper & Hunter, 19$la) ainsi
que dans des oocytes de Xenopus laevis arrêtés en mitose (Cooper, 1989), une protéine
d’une masse moléculaire de 42 kDa contenant de la phosphotyrosine fut observée, parfois
en compagnie d’une protéine similaire faisant 2 kDa de plus.
Contrastant avec bien des tyrosine kinases jusqu’alors identifiées, cette protéine
s’est révélée être une sérine/thréonine kinase pour laquelle une stimulation à l’insuline
augmente son activité phosphotransférase, en plus d’induire sa phosphorylation en tyrosine
mais également en thréonine (Ray & Sturgill, 1988). Le nom MAP kinase lui fut
initialement conféré par sa capacité à phosphoryler Microtubute-associated protein-2
(MAP-2) (Ray & Sturgill, 198$; Sturgill & Ray, 1986). La signification de l’acronyme fut
ultérieurement changée pour mitagen-activated protein kinase, conséquence de son
activation par plusieurs agents mitogéniques incluant des facteurs de croissance et des
esters de phorbol (Rossomando et al, 1989).
Le nom Extracellular signal-regulated kinase (ERK) fut ensuite adopté lorsque
l’ADN complémentaire (ADNc) codant pour cette protéine fut cloné (Boulton et ai, 1990).
Peu de temps après, les séquences de ERK1, ERK2 et ERK3 étaient révélées (Boulton et ai,
1991). Une analyse de ces séquences démontra une forte homologie avec les kinases
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Fusion 3 (Fus3) et Kinase supressor of SST (Kssl) alors récemment identifiées chez
Saccharornyces cerevisisae (Courchesne et ai, 19$9; Elion et aI, 1990).
1.2.2 Modules de trois kinases
Puisqu’au moment de son activation par de nombreux stimuli, ERK2 est
phosphorylée en thréonine et tyrosine, et que la déphosphoryiation de l’un ou l’autre de ces
résidus about son activité catalytique (Anderson et ai, 1990), il a été proposé que cette
protéine représentait le point de convergence de deux voies de signalisation : une voie de
tyrosine phosphorylation, et une autre de sérine/thréonine phosphorylation, toutes deux
avec leurs kinases respectives.
1.2.2.1 Une cascade de phosphorylation
Cependant, la recherche de candidats ayant des MAP kinases comme substrat n’a
généré aucune tyrosine kinase ni sérine/thréonine kinase. Néanmoins, une protéine
particulière ayant une activité thréonine/tyrosine kinase a pu être identifée (Ahn et ai,
1992a; Aiessandrini et ai, 1992; Crews et ai, 1992; Nakielny et ai, 1992b). Cette dernière,
une MAP kinase kinase (MAPKK) (Haystead et al, 1992; Nakieiny et ai, 1992a; Seger et ai,
1992a; Wu et ai, 1993b), fut nommée MEK1 pour MAPK or ERK Kinase 1. Le cionage de
IvIEK1 fut rapidement suivi par ceiui de MEK2, identique à 79% (Brott et al, 1993; Otsu et
al, 1993; Wu et al, 1993a; Zheng & Guan, 1993a).
Par ailieurs, il a été observé que le proto-oncogène, et protéine G monomérique, Ras
(p21-ras), était liée indirectement à i’activation de ERK2 (de Vries-Smits et al, 1992;
Leevers & Marshall, 1992; Robbins et ai, 1992; Wood et ai, 1992). C’est un autre proto
oncogène, Raf- 1 (RapidÏy growing fibrosarcoma; aussi connu sous le nom de C-Raf), qui
était la pièce manquante du puzzle (Schaap et ai, 1993). Effectivement, Raf-1 s’associe à la
forme activée de Ras (Finney et al, 1993; Haliberg et al, 1994; Koide et al, 1993; Moodie et
al, 1993; Vojtek et al, 1993; Zhang et al, 1993) en plus de pouvoir lier MEK1 (Huang et al,
1993; Van Aelst et ai, 1993). De surcroît, Raf-1 peut phosphoryler et activer MEK1 (Alessi
29
et aI, 1994; Dent et ai, 1992; Howe et ai, 1992; Kyriakis et ai, 1992), ce qui en fait une
MAP kinase kinase kinase (MAPKKK). Il en est de même pour l’isoforme B-Raf qui
possède des propriétés similaires (Catiing et ai, 1994; Catiing et ai, 1995; Papin et ai, 1995;
Reuter et aI, 1995). Une cascade de kinases se phosphorylant séquentieilement est tout à
fait envisageable puisque la majorité des kinases sont eiles-mêmes des phosphoprotéines
dont i’assemblage de ia forme active peut requérir la présence de phosphate sur des résidus
clés (Johnson et ai, 2001).
Ainsi, i’identification de kinases en amont (et aussi en avai) de ERK1 et ERK2, a
permis ia reconstitution d’une cascade enzymatique dans iaqueiie chaque kinase activée,
phosphoryie et active à son tour la kinase suivante (Khokhiatchev et al, 1997; Macdonald et
ai, 1993; Neiman & Herskowitz, 1994; Tobe et ai, 1992).
1.2.2.2 De multiples voies
Toutefois, parmi toutes ces kinases alors clonées, une certaine disparité a commencé
à émerger. Par exempie, MKK3 et MEK5, contrairement à ieurs homologues MEK1 et
MEK2, sont incapables de phosphoryler ou d’activer ERK1 et ERK2 (English et ai, 1995;
Zheng & Guan, 1993b). Ou encore, MEK kinase 1 (MEKK1), une MAPKKK en partie
homologue à Raf qui interagit et est activée par Ras en réponse aux facteurs de croissance
(Lange-Carter & Johnson, 1994; Russeii et ai, 1995). MEKK1 peut égaiement phosphoryler
MEK1, mais sans pour autant i’activer (Xu et ai, 1995).
La notion de voies MAP kinases paralièies s’est imposée davantage avec ia
découverte de nouveiies MAP kinases homologues à ERK1 et ERK2, mais possédant des
propriétés d’activation distinctes (Derijard et ai, 1995). La sous-famiiie des Jun N-terminal
kinases (JNK) répond nettement mieux aux stress cellulaires et aux cytokines qu’aux
facteurs de croissance, en plus d’avoir une séiectivité différente de celle de ERK1/2 à
i’endroit de différents substrats, dont c-Jun (Derijard et al, 1994; Kallunki et ai, 1994;
Kyriakis et ai, 1994; Lee et al, 1994). En outre, contrairement à ERK1 et ERK2, ies JNK
sont activées par MEKK1 mais pas Raf (Minden et al, 1994). De son côté, la sous-famiile
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p38 est activée suite à un choc osmotique ou thermique, en plus d’être très similaire à High
osrnotarity gtycerol 1 (Hogi) de S. cerevisiae, et est aussi impliquée dans la réponse
osmotique (Han et al, 1994; Rouse et aI, 1994).
I
Figure 1-11 Voies MAP kinase de mammifères
Composition des principales voies MAP kinases caractérisées chez les mammifères. Pour
un portrait complet des voies MAP kinase de S. cerevisiae, voir Figure 1-15, page 40.
Adapté de (Imajo et ai, 2006; Qi & Elion, 2005; Uhlik et ai, 2004)
La recherche d’analogues des MAP kinases chez la levure S. cerevisiae. a permis
d’identifier MAF Kinase 1 (Mpkl) (Lee et ai, 1993), tandis que la similarité de Fus3 et
Kssl aux autres MAP kinases a été révélée après leur identification. Un crible pour trouver
des protéines impliquées dans la réponse à une osmolarité élevée a, quant à lui, permis
l’identification de Hogi et son activateur Pbs2 (Brewster et aI, 1993). En plus de leurs
homologies respectives de séquences aux MAP kinases et MAPKK, Hogi et Pbs2 forment
un tandem enzyme-substrat dans lequel Pbs2 phosphoryle et active Hogl. Ceci indiquait
déjà que plusieurs MAP kinases existent tant chez les levures que les mammifères et celles
ci partagent non seulement des similitudes de séquences, mais également une organisation
ainsi que des modes de régulation similaires.
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1.3 MAP kinases de Saccharomyces cerevisiae
Il existe plusieurs voies MAP kinase chez tous les eucaryotes, des unicellulaires
comme les levures et les amibes, jusqu’aux organismes complexes comme les mammifères,
en passant par les plantes, les poissons et les insectes. L’architecture voulant qu’une
MAPKKK phosphoryle et active la MAPKK en amont d’une MAP kinase est elle aussi
conservée. Pourtant chaque cascade est déclenchée de manière différente et conduit à des
réponses biologiques différentes. Au cours des prochaines pages, les particularités de
chaque voie MAP kinase et de ses composantes seront décrites dans une perspective axée
sur la biologie cellulaire et la physiologie. Les MAP kinases de ta levure Saccharomyces
cerevisiae feront l’objet de la présente sous-section, tandis que celles de mammifères seront
abordées dans la suivante (Section 1.4, page 39).
Il est à noter que des caractères italiques sont utilisés dans la littérature pour faire
référence à des gènes (ex. : fiis3). Si ces derniers sont exprimés de manière ectopique, des
lettres majuscules sont utilisées (ex. FUS3). Pour faire référence à la protéine exprimée, la
lettre «p» est ajoutée comme suffixe (ex. : Fus3p). Cependant, comme cet ouvrage fait
principalement référence aux protéines, et que cette nomenclature se retrouve de plus en
plus fréquemment dans les publications de haut niveau, une nomenclature simple
dépourvue d’italique et de suffixes (ex. : Fus3) est utilisée dans cet ouvrage.
n
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Figure 1-12 Voies MAP kinase deS. cerevisiae
Tiré de (Qi & Elion, 2005)
1.3.1 Voie Fus3 de conjugaison
La levure Saccharomyces cerevisiae existe sous forme haploïde et diploïde. En
fonction de leur sexe ta ou a), les levures haploïdes sécrètent des phéromones (facteurs de
conjugaison) qui sont reconnues par un récepteur spécifique exprimé par les partenaires du
sexe opposé (Alberts, 2002; Dameli et al, 1990). La stimulation de ce récepteur déclenche
l’arrêt du cycle cellulaire et la formation d’une projection cellulaire appelée shmoo, en
direction du gradient de phéromone. Lorsque les partenaires entrent en contact, les
membranes, puis les noyaux se fusionnent, formant un zygote qui se développe ensuite en
une cellule aJa diploïde capable de croître à son tour.
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Figure 1-13 Activation de la voie fus3
Représentation schématique du complexe permettant aux protéines Gf3y de recruter Ste5 et
Ste2O afin d’activer la MAPKKK Stel 1 puis la voie Fus3 de réponse aux phéromones.
La voie IVL&P kinase Fus3 est essentielle à ce processus (Bardweli, 2005; Elion,
2000; Posas et ai, 1998a; Ramezani-Rad, 2003a; Schwartz & Madhani, 2004) qui implique
l’activation de plus de 200 gènes (Roberts et ai, 2000). La liaison de la phéromone à son
récepteur couplé aux protéines G (RCPG) permet le recrutement de la protéine
d’échafaudage Ste5 et des composantes de la cascade (Section 1.5.3.2.1, page 101) via les
sous-unités Gf3’ de la protéine G hétérotrimérique (Pryciak & Huntress, 199$; Whiteway et
ai, 1995); (Figure 1-13). Aussi recrutée par G[3y, la MAP kinase kinase kinase kinase
(MAPKKKK) Sterile 20 (Ste2O) est simultanément activée par la GTPase monomérique
Cdc42 avant d’activer à son tour la MAPKKK Stel 1 par phosphorylation (Bardwell, 2005;
Elion, 2000). S’en suit l’activation de la MAPKK Ste7, puis des MAP kinases Kssl et
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Fus3. Toutes deux des orthoiogues de ERK1/2, ces dernières possèdent notamment comme
cible commune le facteur de transcription Stel2 qu’elles activent à la fois en levant son
inhibition par les protéines Down-regulator of invasive growth 1 (Digi) et Dig2, et par
phosphorylation directe (Breitkreutz et ai, 2001; Cook et ai, 1996; Hung et al, 1997;
Tedford et ai, 1997). Toutefois, en pius d’être un déterminant de la spécificité du signai
(Conte & Curcio, 2000; Errede & Ge, 1996; Madhani et al, 1997), Fus3 contribue
majoritairement à la réponse aux phéromones (Sabbagh et ai, 2001), possibiement parce
qu’elle est la seule des deux MAP kinases à lier Ste5. Il n’en demeure pas moins que ces
deux MAP kinases ne sont pas redondantes et possèdent des substrats qui leurs sont propres
ainsi que des modes de régulation distincts assurant une réponse adéquate aux bons stimuli
(Paliwal et al, 2007).
La protéine Ste5O est elle aussi essentielle à la voie de la conjugaison (Rad et ai,
1992). Celle-ci ne possède des orthologues que chez la levure, mais son Sterile alpha motif
(SAM) en N-terminal (Ponting, 1995) et son domaine d’association à Ras (RA) en
C-terminal (Ponting & Benjamin, 1996) sont retrouvés chez plusieurs protéines
d’organismes plus complexes (Ramezani-Rad, 2003a). Ceci lui confère des propriétés de
protéine adaptatrice. En effet, son domaine RA lui permet de recruter Cdc42 (Ramezani
Rad, 2003b; Truckses et ai, 2006) et permet l’activation de Steli par ciblage à la
membrane (Truckses et ai, 2006; Wu et al, 2006a). Quant à lui, le domaine SAM de Ste5O
lie son homologue situé dans la portion N-terminale de Stel 1 (Bhattacharjya et ai, 2004;
Grimshaw et ai, 2004; Kwan et al, 2006; Kwan et ai, 2004; Posas et al, 1998b; Xu et ai,
1996). Cette interaction constitutive (Wu et al, 1999) est requise pour tous les processus
relayés par Steil (Jansen et ai, 2001; Wu et al, 2003). Dans la voie Fus3, Ste5O permet
entre autres une durée plus soutenue du signal des phéromones (Xu et al, 1996).
1.3.2 Voie Kssl de la croissance filamenteuse
Chez les levures diploïdes ala, une carence en éléments nutritifs dont l’azote, induit
une forme de différenciation, appelée croissance filamenteuse (Gancedo, 2001; Palecek et
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ai, 2002; Pan et ai, 2000). Celle-ci est caractérisée notamment par la formation de
pseudohyphes permettant aux levures de chercher des éléments nutritifs en dépit de leur
mobilité limitée.
En absence d’azote, mais en présence d’une source de carbone, G protein-coupeÏed
receptor 1 (Gprl) induit la production d’AMPc via la sous-unité Gas à laquelle il est
couplé (Madhani & Fink, 1998). Ce second messager active les trois isoformes de PKA de
S. cerevisiae qui induisent à leur tour l’expression du gène FLOu (Pan & Heitman, 1999;
Robertson & Fink, 1998). Par un mécanisme encore mal défini, la voie Kssl active
également ce gène (Rupp et al, 1999). Cette voie activée à la membrane (Truckses et ai,
2006) requiert à nouveau Cdc42, Ste2O, Stel 1, Ste5O et Ste7 en plus de Kssl (Cook et al.
1997; Madhani & Fink, 1997; Madhani et ai, 1997; Mosch et al, 1996; Ramezani Rad et ai,
1998), mais n’implique pas Fus3 ni Ste5 ou une autre protéine d’échafaudage (Figure 1-12,
page 32). Kssl est la seule MAP kinase de cette voie qu’elle inhibe à l’état inactif, mais
dont la phosphorylation par Ste7 la convertit en activateur (Cook et ai, 1997).
Les processus de conjugaison et de croissance filamenteuse sont somme toute
similaires, et c’est pourquoi ils font appel à bien des partenaires communs. Dans les deux
cas, les processus sont associés à un arrêt de la prolifération accompagné de changements
morphologiques significatifs dont la formation de projections cytoplasmiques (shmoos ou
pseudohyphes, selon). La spécificité de signal provient donc du fait que certaines
composantes sont utilisées par une voie, mais pas l’autre, en plus d’avoir cours dans des
cellules soit haploïdes ou diploïdes (Schwartz & Madhani, 2004). Par ailleurs, la formation
de pseudohyphes se fait également chez des levures haploïdes en absence de glucose, mais
l’implication de la voie Kssl demeure incertaine.
1.3.3 Voie Hogl de réponse à l’osmolarité élevée
À cause des environnements variables au sein desquels elles croissent, fermentent et
prolifèrent, les levures ont développé plusieurs mécanismes d’adaptation à des
changements d’osmolarité. L’un de ceux-ci implique la MAP kinase Hogi dont l’activation
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conduit à l’induction de gènes permettant la synthèse intracellulaire de glycérol afin de
compenser l’augmentation de la pression osmotique externe.
B
A) Représentation schématique de la branche Ssk2122 de la voie Hogi. B) Partenaires
d’interaction permettant d’activer spécifiquement la voie Hogi par la branche Shol.
Deux branches d’activation indépendantes convergent sur MAPKK Pbs2
(Hohmann, 2002; O’Rourke et ai, 2002; Seet & Pawson, 2004; Sheikh-Hamad & Gustin,
2004). Dans la première appelée Ssk2/22 (Figure 1-14A), l’histidine kinase
transmembranaire Slnl s’autophosphoryle et le phosphate de la phosphohistidine générée
est transféré sur un résidu aspartate, puis sur une histidine de la protéine Ypdl pour
terminer son «phospho-relais» sur une aspartate de la protéine Sskl (Besant et al, 2003).
A
Figure Ï-14 Complexes d’activation de la voie Hogi
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Cette dernière, à l’état non-phosphorylé, interagit avec les MAPKKK Ssk2 et Ssk22,
conduisant à leur autophosphorylation. Ainsi, l’osmolarité élevée réprime l’activité
catalytique de Slnl, ce qui a pour conséquence de lever l’action inhibitrice de Ypdl, et
permettre l’activation de Ssk2 et Ssk22 par l’entremise de Sskl. Ssk2122 forment des
interactions d’amarrage spécifiques avec la MAPKK Pbs2 (Tatebayashi et al, 2003) pour
ensuite l’activer par phosphorylation, afin que cette dernière phosphoryle et active à son
tour la MAP kinase Hogi.
Dans la seconde branche d’activation (Shol; Figure 1-14B, page 36), Pbs2 agit
comme protéine d’échafaudage qui, en plus de lier la IvIAPKKK Stel 1 et la MAP kinase
Hogi, interagit directement avec le domaine SH3 de l’osmorécepteur Shol. De plus, la
protéine G Cdc42, la IVIAPKKKK Ste2O, ainsi que la protéine adaptatrice Ste5O sont toutes
trois essentielles à la réponse osmotique relayée par la branche Shol.
Bref, trois voies MAP kinases aux propriétés bien distinctes requièrent l’activation
de Stel 1 en présence de Ste5O mais aussi de Cdc42 et Ste2O. Les protéines d’échafaudage
Ste5 et Pbs2 permettent l’isolement et l’activation directe des autres protéines des cascades
MAP kinases respectives (Ramezani-Rad, 2003a; Schwartz & Madhani, 2004). De plus, en
interagissant avec les récepteurs membranaires, elles permettent une activation rapide et
spécifique de Stel 1 tout en évitant ses débordements possibles vers les autres voies. En
outre, les interactions entre Stel 1 et Ste5O via leurs domaines SAM respectifs sont elles
aussi très importantes pour la spécificité du signal. Effectivement, le domaine SAM de
Ste5O est essentiel aux voies Fus3, Kssl et Hogi (Jansen et aI, 2001) en plus d’être
interchangeable avec celui de Stel 1 (Wu et al, 2006a). En outre, Ste5O lie la protéine
transmembranaire Opy2 ce qui lui permet de recruter Stel 1 à la membrane afin d’activer
spécifiquement la voie Hogi (Wu et al, 2006a). De surcroît, la protéine G monomérique
Cdc42 lie et active Ste2O à la membrane en plus de lier le complexe Stell-Ste5O
(Tatebayashi et al, 2006) de sorte que Steli est présentée à Ste2O pour activation à la
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membrane. Enfin, le tandem Stell-Ste5O s’associe, lui aussi directement à Shol
(Tatebayashi et ai, 2006). En somme, un important assemblage de protéines solidement
liées de part et d’autre permet le recrutement et l’activation spécifiques du complexe de
signalisation de la voie Hogi.
1.3.4 Autres voies MAP kinase
Deux autres processus biologiques chez S. cerevisiae impiiquent différentes MAP
kinases (Gustin et ai, 1998; Posas et al, 199$a; Widmann et ai, 1999). Bien que
l’architecture de ces voies soit moins conventionnelle (Figure 1-12, page 32), les MAP
kinases qui les composent y jouent néanmoins un rôle essentiel (Krisak et al, 1994; Lee et
ai, 1993).
1.3.4.1 Voïe Mpkl de l’intégrité de la paroi cellulaire
L’adaptation à un nouvel environnement nécessite souvent des changements
morphologiques. Que ce soit pour la croissance cellulaire, la formation de pseudohyphes et
l’adaptation a des changements d’osmolarité, ces processus impliquent un remodelage du
cytosquelette et de la paroi cellulaire (Levin, 2005).
Dans cette voie, plusieurs signaux de stress émanant de senseurs transmembranaires
convergent vers la protéine G monomérique Rhol et son effecteur Pkcl, l’orthologue des
Protéine kinase C (PCK) de mammifère (Hohmann, 2002; Levin, 2005; Serrano et ai,
2006). Ce tandem est également impliqué dans plusieurs voies de signaiisation dont ia voie
MAP kinase Mpkl dans laquelle Pkcl joue le rôle de MAPKKK, qui phosphoryie et active
ies MAPKK Mkkl et Mkk2. Ces dernières ont pour cibie la MAP kinase Mpkl aussi
connue par ie nom du gène S1t2 qui l’encode. Les protéines Mkkl/2 et Mpkl sont recrutés
aux sites de croissance membranaire par la protéine d’échafaudage Spa2 (van Drogen &
Peter, 2002). Parmi ies substrats de Mpkl, on retrouve des canaux ioniques, des agents de
remodeiage de la chromatine et du cytosquelette, mais aussi des facteurs de transcription,
39
ainsi que des MAP kinase phosphatases (MKP) alors mobilisées pour inactiver Fus3 et
Hog 1.
1.3.4.2 Voie Smkl de la sporulation
À l’inverse de la conjugaison, la sporulation est le processus complexe à partir
duquel une levure diploïde produit des gamètes haploïdes sous forme de spores
(Engebrecht, 2003). Initiée en absence d’azote, mais en présence d’une source de carbone
non-fermentable, la sporulation requiert deux cycles de méioses et de ségrégation de
chromatides.
La MAP kinase Smkl est requise pour l’assemblage des parois de la spore (Krisak
et aI, 1994), mais nécessite un seuil d’activité pour l’initiation du processus (Wagner et al,
1999). Celle-ci est régulée positivement par Cdk-activating kinase 1 (Caki), une enzyme
mieux connue pour phosphoryler certaines cycÏin-dependent kinases (CDK) dans leur
boucle activatrice (Schaber et al, 2002; Wagner et al, 1997). Une homologue de la
MAPKKKK Ste2O, Spsl, est également impliquée à diverses étapes de la sporulation, mais
il n’a pas été clairement établi que celle-ci se retrouve directement en amont de Smkl
(Friesen et al, 1994; Iwamoto et aI, 2005).
1.4 MAP kinases de mammifères
Les voies IvL&P kinases de mammifères sont elles aussi organisées en modules de
trois kinases. Toutefois, ces protéines et leurs régulateurs sont plus nombreux et arborent
parfois des patrons d’expression variables en fonction des contextes cellulaires et
tissulaires. Les principes d’organisation et de régulation restent similaires, mais le niveau
de complexité augmente de quelques degrés. Il n’en demeure pas moins que ces voies tout
comme leurs composantes sont essentielles à une pléthore de processus physiologiques.
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Figure 1-15 Principales voies MAP kinases de mammifères
Tiré de (Qi & Elion, 2005)
Activées par une grande variété de stimuli dont les facteurs de croissance, les
cytokines, les radiations ainsi que les stress mécaniques et oxydatifs, les voies MAP kinases
sont partie prenante de nombre de processus cellulaires fondamentaux (Chang & Karin,
2001; Chen et ai, 2001; Imajo et al, 2006; Johnson & Lapadat, 2002; Pearson et ai, 2001b;
Qi & Eiion, 2005; Raman & Cobb, 2003). Ceux-ci incluent la croissance et la prolifération
(Zhang & Liu, 2002), la migration (Huang et ai, 2004a) et l’apoptose (Wada & Penninger,
2004). Les MAP kinases sont impliquées dans le développement de l’embryon (Krens et ai,
2006a; Kuida & Boucher, 2004; Meioche et aI, 2004), du système nerveux (Kyosseva,
2004a), et du système vasculaire et sanguin (Depeille et ai, 2007).
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Parce qu’elles jouent des rôles capitaux dans la croissance, la prolifération et la
migration cellulaires, les voies IvIAP kinases sont reliées de manière non équivoque au
développement et à l’évolution de différentes formes de cancer (Bradham & McClay, 2006;
Katsanakis et al, 2002; Kohno & Pouyssegur, 2006; Olson & Hallahan, 2004; Rennefahrt et
al, 2005; Sebolt-Leopold, 2000; Thompson & Lyons, 2005). Similairement, elles sont
impliquées dans certaines maladies cardiovasculaires (Armstrong, 2004; Blanc et ai, 2003;
Stmiskova et al, 2002), hématologiques (Platanias, 2003), métaboliques (Manning & Davis,
2003) ou encore des maladies inflammatoires (Kaminska, 2005; Kyriakis & Avruch, 2001)
dont l’asthme (Pelaia et al, 2005) ou la maladie Crohn (Van Den Blink et al, 2002). Enfin,
elles jouent un rôle dans la plasticité synaptique et pouffaient être impliquées dans la
schizophrénie et la maladie d’Alzheimer (Kyosseva, 2004b; Zhu et al, 2002).
1.4.1 Voie ERK1/2
Les MAP kinases ERK1/2 figurent parmi les premières et les mieux décrites, tant
dans leur composition que leur régulation. Cette voie MAP kinase est également associée à
une multitude de processus physiologiques et a été proposée comme cible dans plusieurs
pathologies. L’activation de la voie ERK1/2 passe généralement par la protéine G
monomérique Ras. Celle-ci est reliée à plusieurs voies de signalisation et possède une
multitude d’effecteurs dont les MAPKKK de la sous-famille Raf.
1.4.1.1 Raf
Différents stimuli impliquent divers types de récepteurs activent plusieurs chemins
qui convergent vers les MAPKKK membres de la sous-famille Raf (Katz et ai, ; Werry et
al, 2005). Associée à celle de Ras, l’activation de A-Raf, B-Raf et Raf-1, représente la
première étape de l’activation de la voie ERK1/2 (Avruch et al, 2001; Chong et al, 2003;
Kyriakis, ; Kyriakis et al, 1992). B-Raf est principalement activée par phosphorylation alors
que des évènements plus complexes de recrutement à la membrane sont impliqués dans les
cas de A-Raf et Raf-1 (ONeill & Kolch, 2004). Les modes de régulation de ces protéines
42
sont parfois complexes, et seront en partie abordés au cours des prochaines sections. Les
MAPKK IvIEK1 et MEK2 sont les seuls substrats confirmés de ces proto-oncogènes
(Baccarini, 2005). Par contre, MEK1 et MEK2 sont aussi phosphorylées par Mos (Posada
et aI, 1993) et Cot (Hagemann et ai, 1999), deux autres MAPKKK proto-oncogéniques. Par
ailleurs, les études génétiques et biochimiques (Huser et ai, 2001; Lenormand et ai, 1996;
Mikula et ai, 2001; Pearson et ai, 2000) suggèrent que les membres de la sous-famille Raf
(ci-après appelés Raf) auraient des propriétés indépendantes de leur activité catalytique
(Hindiey & Kolch, 2002). Parmi celles-ci on retrouve un rôle présumé de protéine
d’échafaudage (Section 1.5.3.2.1, page 101) ainsi qu’une implication dans d’autres voies de
signalisation, certaines étant reliées à i’apoptose.
Figure 1-16 MAPKKK, MAPKK et MAP kinases de la voie ERK1/2
Il n’en demeure pas moins que Raf joue un rôle crucial dans la croissance et la
prolifération. L’inactivation génique (knockout) de B-Raf (Wojnowski et ai, 1997) ou de
Raf-1 (Huser et aÏ, 2001) conduit à une mort embryonnaire attribuable à des problèmes de
vascularisation (Tableau 1-V, page 43). Les membres de la famille Raf sont impliqués dans
i’oncogenèse (Baccarini, 2005; Rapp et ai, 2006; Schreck & Rapp, 2006; Sridhar et ai,
2005; Thomas, 2006). Par exemple, le gène de B-Raf est muté dans 7% des cancers
(Wellbrock et ai, 2004) et dans 60% des mélanomes malins (Wallace et ai, 2005). Raf
devient conséquemment une cible thérapeutique de choix (Smith et aI, 2006) et le
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Sorafenib, un inhibiteur de son activité kinase (Wilhelm et aI, 2004) est actuellement
approuvé pour usage clinique en Amérique du nord dans le traitement de carcinomes
rénaux (Samlowski & Vogelzang, 2007).
Tableau 1-V Inactivation génique des composantes de la voie ERK1/2
Rôle Nom Alias Viable Phénotype d’inactivation génique Réfs
MAPKKK A-Raf Oui Défauts neurologiques et intestinaux [1]
B-Raf Non Défauts de formation des vaisseaux sanguins [2]
Raf-1 C-Raf Non Réduction du nombre de vaisseaux sanguins [3]
MAPKK MEK1 MEX1 Non Défauts placentaires [4]
MEK2 MKK2 Oui Viable et fertile [5]
MAP kinase ERKÏ 44MAPK Oui Viable et fertile; résistance à l’induction de [6, 7]
tumeurs de la peau
ERK2 49MAPK Non Mort embryonnaire précoce et sévères défauts [8-10]
placentaires
Régutateur RKIP Oui Olfaction et reproduction déficientes [11. 12]
Références (Réfs) [1] (Pritchard et ai, 1996); [2] (Wojnowski et ai, 1997); [3] (Huser et ai, 2001); [4]
(Giroux et ai, 1999); [51 (Belanger et ai, 2003); t61 (Pages et aI, 1999); [7] (Bourcier et ai, 2006); [8] (Saba
Fi-Leu et ai, 2003); [9] (Yao et ai, 2003); [10] (Hatano et ai, 2003); [11] (Theroux et ai, 2007); [12] (Moffit et
ai, 2007).
1.4.].].] RKIP
Raf kinase inlaibitor protein (RKIP), un régulateur négatif de Raf pourrait également
constituer une cible thérapeutique alternative (Keller et ai, 2004; Trakul & Rosner, 2005).
Localisée à la membrane et dans le cytoplasme (Simister et ai, 2002), RKJP dissocie Raf de
MEKÏ/2 en liant l’une ou l’autre des kinases (Yeung et aI, 2000; Yeung et ai, 1999).
Cependant, cette inhibition peut être levée par la PKC dans une boucle de rétroaction
(Section 1.5.3.4.2, page 12$). De plus, RKIP régule négativement la signalisation en aval
des RCPG (Lorenz et al, 2003) ainsi que la voie NucÏear Factor KB (NFKB); (Yeung et al,
2001). L’expression de RKIP diminue dans les métastases prostatiques (Fu et al, 2003). En
outre, RKJP inhibe l’angiogenèse et l’activité invasive des cellules en plus de favoriser leur
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apoptose (Chatterjee et ai, 2004; Fu et ai, 2003). L’inactivation génique de RKIP engendre
des défauts d’oifaction (Theroux et ai, 2007) et de reproduction (MoiTit et ai, 2007);
(Tableau 1-V).
1.4.1.2 MEK1 et MEK2
Les MAPKK MEK1 et MEK2 (MEK1/2) possèdent une masse moléculaire
d’environ 45 kDa et sont identiques à 79%, les différences résidant dans la partie
N-terminale et dans une région située entre les sous-domaines IX et X (Brott et ai, 1993;
Ohren et aI, 2004; Zheng & Guan, 1993a). Conséquemment, les deux protéines ont des
propriétés biochimiques, dont l’activité kinase à l’endroit des substrats ERK1 et ERK2, très
similaires (Brott et ai, 1993; Catiing et al, 1995; Moriguchi et ai, 1995; Zheng & Guan,
1993b). Ainsi, elles sont souvent considérées comme équivalentes.
De plus, MEK1/2 et Raf ont plusieurs points en commun. En effet, à l’instar de Raf,
l’activation constitutive de MEK1/2 leur confère des propriétés oncogéniques (Brunet et al,
1994; Cowley et ai, 1994; Mansour et ai, 1994). De même, l’expression d’un al]èie
constitutivement actif de IVIEK1 dans le coeur (Bueno et al. 2000), l’oeil (Gong et al, 2001),
les chondrocytes (Murakami et ai, 2004) ou encore ia peau (Haase et al, 2001; Hobbs et ai,
2004; Scholl et al, 2004) engendre une hyperplasie ou une hypertrophie. Les cellules de ces
tissus sont plus nombreuses, parfois plus volumineuses avec des retards de différenciation
et des défauts d’apoptose. Bref, l’expression d’une forme active de MEK1 génère des
phénotypes équivalents, bien que moins sévères, à ceux engendrés par l’expression d’une
forme active de Ras ou de Raf, suggérant que MEK1 est leur principal effecteur (Scholi et
al, 2005). De plus, l’inactivation génique de MEK1 (Giroux et ai, 1999) engendre des effets
similaires à ceux provoqués par l’inactivation de B-Raf et Raf-1 (Tableau 1-V, page 43).
Par contre, ies souris dépourvues de MEK2 sont viables et fertiles (Beianger et ai,
2003), suggérant qu’il existe des différences entre MEK1 et MEK2. Ces différences se
retrouvent notamment au niveau de leur profil d’expression dans certains tissus
(Alessandrini et ai, 1997; Brott et ai, 1993; Moriguchi et al, 1995; Xu et aI, 1997) et de leur
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activation par des facteurs en amont (Wu et ai, 1996; Xu et ai, 1997). Dans un exemple plus
récent, une stimulation à l’EGF augmente la liaison de IVIEK1 à la protéine d’échafaudage
IQ clomain-containing GTFase-activating protein 1 (IQGAP1), tandis qu’elle réduit celle
de MEK2 (Roy et al, 2005). En outre, dans des modèles d’expression épidermique seule
MEK1 a eu pour effet d’augmenter la prolifération cellulaire (Scholl et aI, 2004). De
manière complémentaire, l’inactivation de MEK1 par ARN simple brin (siRNA) réduit la
prolifération cellulaire alors que celle de MEK2 l’augmente (Ussar & Voss, 2004). Ces
résultats suggèrent donc que MEK1 et MEK2 ont des propriétés distinctes.
Près du tiers de tous les cancers présentent une ou plusieurs mutations activatrices
de Ras et/ou Raf (Hoshino et aI, 1999; Schoil et ai, 2005; Wallace et aI, 2005). Ainsi,
plusieurs inhibiteurs pharmacologiques de MEK1/2 ont été développés dont trois sont
actuellement en phase d’essais cliniques et semblent particulièrement efficaces auprès des
tumeurs solides ou en combinaison avec d’autres agents anticancéreux (Kohno &
Pouyssegur, 2006; Messersmith et al, 2006; Seboit-Leopold, 2004; Wailace et al. 2005;
Wang et al).
1.4.1.3 ERK1 et ERK2
Aussi connues sous le nom de 42MAPK et 44MAPK à cause de leurs masses
moléculaires respectives, les MAP kinases ERK1 et ERK2 (ERKÏ/2) sont les effecteurs de
la cascade. Bien qu’elles soient capables de s’autophosphoryler in vitro (Her et ai, 1993;
Robbins & Cobb, 1992; Rossomando et al, 1992; Wu et al, 1991), ERK1 et ERK2 ont pour
seuls activateurs in vivo, MEK1 et MEK2 qui phosphorylent leur boucle d’activation sur les
résidus thréonine et tyrosine de leur motif TEY (Ahn et al. 1992b; Crews et al. 1992;
Haystead et al. 1992; Seger et ai, 1992b; Tobe et ai, 1992).
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Figure 1-17 Structure comparative des MAP kinases
Schéma des MAP kinases humaines classiques et atypiques avec leur motif TXY. Les
domaines kinase sont en bleu et les parenthèses indiquent les pourcentages d’identité de
ceux-ci avec le domaine kinase de ERK1. TAD, domaine de transactivation; C34 région
conservée entre ERK3 et ERK4; AHQr, domaine riche en résidus alanine, histidine et
glutamine.
Tiré de (Coulombe & Meloche, 2006)
Essentielles à la croissance (Pages et al, 1993), ERK1/2 phosphorylent de nombreux
substrats. Ces derniers incluent des régulateurs des voies de signalisation (Imajo et ai, 2006;
Kondoh & Nishida, ; Kyriakis, ; Yoon & Seger, 2006), du cytosquelette (Huang et al,
2004a; Wong & Cheng, 2005), du cycle cellulaire (Chambard et ai,; Shapfro, 2002; Torii et
al, 2006; Zhang & Liu, 2002), de la transcription (Whitmarsh, ; Yang et ai, 2003a), de la
traduction (Mahalingam & Cooper, 2001; Roux & Blenis, 2004; Wullschleger et aI, 2006),
ainsi que des modificateurs de l’ADN (Edmunds & Mahadevan, 2004; Yang & Sharrocks,
2006); (Tableau 1-VI), le tout étant contrôlé de manière spatio-temporelle très stricte
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(Ebisuya et ai, 2005; Murphy & Blenis, 2006; O’NeiIl & Kolch, 2004; Pouyssegur &
Lenormand, 2003).
Tableau 1-VI Substrats des MAP kinases ERK1 et ERK2
Regroupement sommaire des 161 substrats de ERK1 et ERK2 répertoriés avec les effets
découlant de leur phosphorylation. Voir aussi figure 1-26, page 86.
Substrats répertoriés Effets généraux
57 Facteurs de transcription Modfication de l’activité transcriptionnelle
8 Kinases en amont Boucles de rétroaction négatives et positives
19 Kinases en avallautres voies Modfication de l’activité catalytique
5 Phosphatases Affecte la demi-vie
24 Protéines de signalisation Inhibition des voies de signalisation
22 Protéines du cytosquelette Modification des interactions protéine-protéine
9 Protéines et protéases apoptotiques Effets anti-apoptotiques
5 Protéines de modification de l’ADN Favorise la transcription et la synthèse d’ADN
3 Protéines de la traduction Favorise la traduction
2 Protéines virales Augmente l’infectivité
7 Autres Modification des interactions protéine-protéine
Adapté de (Yoon & Seger, 2006).
1.4.1.3.1 Expression
Les différences se situant principalement à l’extérieur du domaine kinase, ERK1 et
ERK2 n’en demeurent pas moins identiques à 83% (Boulton & Cobb, 1991; Boulton et ai,
1991; Bouiton et ai, 1990). Elles sont également très similaires dans leurs propriétés
biochimiques (Brondeilo et ai, 1999; Dang et al, 1998; Lenormand et aI, 1998; Lenormand
et ai, 1993; Robbins et al, 1993; Seger et al, 1991). De plus, une proportion importante de
la littérature fait référence à ERK1 et ERK2 sans distinction, en utilisant l’une, l’autre ou
parfois les deux dans les expériences qui y sont décrites. Bien qu’il existe des orthologues
jusque chez la levure, les deux isoformes ERK1 et ERK2 sont présentes uniquement chez
les vertébrés, à l’exception du poulet (Gaïlus gattus) et de la grenouille (Xenopus leavis) où
seule ERK2 est retrouvée (Krens et ai, 2006a). Chez les mammifères, ERK1 et ERK2 sont
exprimées de manière ubiquitaire (Boulton & Cobb, 1991), avec des abondances relatives
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qui varient selon les tissus (Peiech, 2006), ERK2 étant plus abondante que ERK1, sauf dans
le nerf sciatique (Pages & Pouyssegur, 2004).
1.4.1.3.2 Inactivation génique
Des expériences d’inactivation génique (, page 43) ont été entreprises afin de déterminer les
rôles spécifiques de ERK1 et ERK2, qui semblent pourtant redondants dans bien des
fonctions.
1.4.1.3.2.1 ERKY
Les souris chez lesquelles ERK1 a été inactivé sont viables et fertiles (Nekrasova et
aI, 2005; Pages et ai, 1999). Sans pour autant que les niveaux d’expression de la protéine
soient affectés, l’activité de ERK2 semble suffisante pour compenser l’absence de ERK1
(Ferguson et ai, 2006; Mazzuccheiii et ai, 2002; Pages et ai, 1999; Selcher et aï, 2001;
Vantaggiato et ai, 2006). L’activité de ERK2 en absence de ERK1 est également plus
soutenue, possiblement à cause de meilleurs interactions avec MEK1/2 (Mazzucchelli et ai,
2002; Pages et al. 1999).
Ces souris dépourvues de ERK1 (ERK1-/-) présentent des défauts de maturation et
de prolifération des thymocytes (Fischer et ai, 2005; Pages et ai, 1999). Les kératinocytes
isolés de ces souris ont une expression inférieure de gènes associés à la croissance et la
migration, ce qui se traduit par une prolifération réduite (Bourcier et ai, 2006). Par contre,
des souris générées par une autre stratégie et dans un autre fond génétique, ne montrent pas
de tels défauts chez les thymocytes (Nekrasova et aI, 2005). Il n’en demeure pas moins que
ERK1 et ERK2 sont impliquées à différentes étapes de ce processus complexe de
différenciation (Daniels et al, 2006; Fischer et ai, 2005).
Dans le même ordre d’idées, les souris ERKI-/- sont plus susceptibles de
développer des inflammations au niveau du système nerveux central (Nekrasova et al,
2005) et de la peau (Bourcier et aI, 2006). Elles sont davantage résistantes au
développement de tumeurs cutanées; ces dernières se manifestant plus tardivement, moins
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fréquemment et de manière moins importante que chez les souris normales (Bourcier et ai,
2006).
Par ailleurs, les souris ERKY-/- ont un métabolisme postprandial accéléré, ce qui les
rend plus résistantes à l’obésité et moins susceptibles de développer du diabète (Bost et al,
2005). En outre, l’inactivation génique de ERK1 chez la souris fait décroître leur adiposité
et le nombre de leurs adipocytes.
L’activité ERK1/2 joue un rôle crucial dans la mémoire à long terme (Kelly et ai,
2003; Sananbenesi et ai, 2003) et dans l’apprentissage contextuel (Shalin et al, 2004).
ERK1/2 régulent positivement l’initiation de la traduction afin d’augmenter la synthèse
protéique requise pour moduler la plasticité synaptique qui permet la consolidation de la
mémoire à long terme (Adams & Sweatt, 2002; Keileher et ai, 2004; Sweatt, 2004: Thiels
& Klann, 2001). Chez les souris ERK1-/-, la mémoire à long terme est grandement
améliorée (Mazzucchelli et aI, 2002) sans pour autant que le processus d’acquisition de
connaissances ne soit modifié (Seicher et al, 2001). De plus, ces souris démontrent un
meilleur apprentissage behaviorai que les souris normales (Ferguson et aI, 2006; Selcher et
ai, 2001). Ces effets pourraient être attribuables à une augmentation de l’activité de ERK2
(Mazzucchelli et ai, 2002; Vantaggiato et al, 2006).
1.4.1.3.2.2 ERK2
ERK2 est requise très tôt dans le développement embryonnaire et son inactivation génique
cause des défauts placentaires létaux (Hatano et ai, 2003: Saba-El-Leil et ai, 2003; Yao et
ai, 2003) évoquant ceux provoqués par l’inactivation génique de MEK1 (Tableau 1-V, page
43). De plus, la perte d’un seul allèle de ERK2 se traduit par une mort embryonnaire
(Fischer et al, 2005). Ces données suggèrent que d’importantes différences existent entre
ERK2 et ERK1 dont le phénotype d’inactivation génique est moins sévère. Toutefois,
ERK1 peut compenser in vitro l’absence de ERK2 (Yao et ai, 2003), même si sa présence
dans les embryons ERK2-I- ne fait pas consensus (Saba-El-Leil et ai, 2003; Yao et ai,
2003). Somme toute, des études d’insertion génique de ERK1 au locus de ERK2
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permettront de déterminer si ces protéines possèdent des propriétés bien distinctes, ainsi
que leur niveau de redondance.
1.4.1.3.2.3 ERK1 et ERK2
L’inactivation par siRNA de ERK2 (Vantaggiato et ai, 2006) ou de ERK1 et ERK2
simultanément (Marzec et ai, 2006) inhibe considérablement la prolifération cellulaire. En
revanche, ]‘inactivation de ERK1 augmente l’apoptose (Marzec et ai, 2006). De plus,
l’inactivation de ERK2, mais pas de ERK1, par siRNA est suffisante pour bloquer la
transformation cellulaire induite par Ras (Vantaggiato et ai, 2006).
Pourtant, l’inactivation ciblée de ERK2 dans le thymus de souris normales ou
ERKÏ-/- révèle que ces deux isoformes de MAP kinase sont requises pour la maturation des
thymocytes (Fischer et ai, 2005). De plus, ERK1 et ERK2 sont toutes deux capables
d’induire le facteur de transcription Earlv growth response 1 (Egri), et ce de manière
dépendante de la quantité totale de ERK1/2 présente dans la cellule.
1.4.1.3.3 Initiation du cycle cellulaire
L’action de ERK1/2 sur la croissance et la prolifération s’exerce de bien des
manières, notamment au niveau de l’entrée dans le cycle cellulaire (Meloche & Pouyssegur,
2007). Dans un premier temps, leur activation soutenue induit l’expression de la cycline Dl
(Daksis et aI, 1994; Lavoie et ai, 1996a; Weber et aI, 1997) ainsi que d’autres gènes
précoces dont c-Fos (Chen et ai, 1992; Gille et ai, 1992; Non et al. 1992) qui sont eux aussi
associés aux premiers évènements de l’entrée dans le cycle cellulaire. Nonobstant leur
action favorisant l’expression de gènes reliés à la croissance et la prolifération, ERK1/2
exercent une régulation négative sur un ensemble de gènes antiprolifératifs (Yamamoto et
al, 2006), ce qui favorise encore davantage l’entrée en phase S. En parallèle, l’activité
ERK1/2 augmente la synthèse de ribosomes (Stefanovsky et al, 2006a; Stefanovsky et al,
2006b) et de pyrimidines (Graves et al, 2000), permettant d’obtenir les protéines et les
nucléotides requis au moment de la réplication de l’ADN et de la division cellulaire.
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1.4.1.3.4 MK
Les MAP kinase-activatedprotein (MAPKAP) kinases (MK) constituent un chaînon
entre ERKY/2 et la voie d’initiation de la traduction, et donc de la synthèse protéique (Ueda
et aI, 2004; Waskiewicz et al, 1999 ). ERKÏ/2 phosphorylent et activent plusieurs membres
de cette famille de kinases, qui comprend les branches Ribosomal S6 kinase (RSK) et
Mitogen- and stress-activated protein kinase (MSK), la seconde étant également activée par
les MAP kinases de la sous-famille p38 (Gaestel, 2006; Hauge & Frodin, 2006; Roux &
Blenis, 2004). Absente des levures et des plantes, l’expression des MK est néanmoins
ubiquiste chez les mammifères. Les MK phosphorylent également des facteurs de
transcription ainsi que l’historie H3 (Soloaga et aI, 2003). Leur position comme substrats
des MAP kinases ERK1/2 et p38 leur confère un rôle dans le croissance et l’inflammation,
ce qui est corroboré par des expériences d’inactivation génique (Dufresne et ai, 2001;
Kotlyarov et ai, 1999; Leliner et aI, 2002; Leigliton et ai, 1995; 5h et aI, 2003).
PDK1 1 1
ERK1 p38 JNK
ERK2 soforms 1/2/3
RSK1 MSK1
MNKJ MK2 MK5
MSK2 MNK2 MK3
RSK4
Figure 1-1$ Activation des MK par les voies ERK1/2 et p38
Tiré de (Roux & Blenis, 2004)
1.4.1.3.5 ERKJb, ERKJc, Goïgi et mitose
L’épissage alternatif de ERK1 permet de générer ERKIb (Yung et ai, 2000) et
ERK1c (Aebersold et ai, 2004) des protéines de 46 et 42 kDa, respectivement. Celles-ci
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sont déficientes dans leurs interactions avec MEK1 et des phosphatases de sorte qu’elles
sont activées plus lentement, mais également désactivées plus lentement (Aebersold et al,
2004; Yung et ai, 2001; Yung et ai, 2000). Contrairement à ERK1 et ERK2 qui transitent
du cytoplasme vers le noyau lors de leur activation, ERK1b est constitutivement nucléaire
(Yung et aI, 2000), et ERK1c se voit ciblée au protéasome suivant sa mono-ubiquitination
(Aebersold et aI, 2004). En outre, bien que les cellules ERK1-/- prolifèrent normalement,
ERK1c semble à la fois nécessaire et suffisante pour la fragmentation de l’appareil de Golgi
(Aebersold et ai, 2004; Shaul & Seger, 2006). Ce processus a normalement cours lors de la
mitose (Colanzi et ai, 2003a) et requiert l’activité de MEKY mais pas celle de ERK1 ni
ERK2 (Acharya et al, 199$; Colanzi et al, 2000; Colanzi et al, 20035). Curieusement, une
forme de ERK2 dont la thréonine activatrice est déphosphoryiée (mais la tyrosine
activatrice demeure phosphorylée) est ciblée au Golgi lors l’initiation de la mitose (Cha &
Shapiro, 2001; Hancock et al, 2005a)
Pourtant, ERKI et ERK2 sont actives au moment de la phase G2/M de la mitose
(Tamemoto et ai, 1992; Wang et ai, 2007b). Concomitamment, l’inhibition de leur activité
(Shinohara et ai, 2006) ou de celle de MEK1/2 (Dangi et ai, 2006; Roberts et al, 2002;
Wright et aI, 1999) retarde cette transition. Ces données suggèrent un rôle pour ERK1/2
dans la mitose, bien que celui-ci demeure encore mal défini.
1.4.1.3.6 Rôle physiopathologique de ERKJ/2
Dans bien des pathologies, la croissance et la division cellulaire se dérèglent de
façon parfois aberrante. Essentielle à ces processus, la voie ERK1/2 pourrait constituer une
cible de choix pour pallier à ces dérèglements. Par exemple, ERK1/2 favorisent la
croissance et inhibent l’apoptose dans les cardiomyocytes. Cette combinaison d’effets peut
engendrer une hypertrophie cardiaque combinée à une fibrose lorsque la voie ERK1/2 est
activée de manière forte et soutenue (Bishopric et al, 2001; Mehta & Griendiing, 2007).
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1.4.1.3.6.1 Cancer
Les MAP kinases ERK1/2 ont de nombreux substrats impliquées dans la croissance,
le cycle cellulaire, ainsi que la motilité, et sont impliquées directement dans la prolifération
et i’angiogenèse, deux processus qui se dérèglent dans l’établissement et la progression du
cancer (Berra et al, 2000; McCubrey et ai, ; Pages et al, 2000; Reddy et al, 2003). ERK1/2
ont aussi pour substrat, la protéine p53 dont le gène est le plus fréquemment muté dans les
cancers (Wu, 2004). Réciproquement, p53 affecte la transcription de plusieurs régulateurs
de la voie ERK1/2. Cette voie est suractivée dans 30% des cancers, ce chiffre grimpant à 90
% pour le cancer du pancréas (Smalley, 2003). La voie ERKÏ/2 est en outre associée à de
nombreux types de cancers dont ceux de la peau (Smalley, 2003), du sein (Santen et al,
2002), de la thyroïde (Williams & Smallridge, 2004), et du colon (Avizienyte et al, 2005).
Cette activation constitutive pourrait être la cause de la résistance de certains cancers aux
agents chimiothérapeutiques (Smalley, 2003; Wang et al).
La voie ERK1/2 a été ciblée au niveau de MEK1/2 et Raf pour le développement
d’agents anti-cancéreux, ERKÏ/2 constituant de moins bons candidats puisque leur site de
liaison de l’ATP qui est la cible des inhibiteurs de kinases, est similaire à celui de bien
d’autres protéines, en particulier les CDK (Chambard et al, ; Sebolt-Leopold, 2004; Wang
et ai). De plus, une seule mutation activatrice de ERK2 a été détectée in vivo (Arvind et al,
2005), alors que plusieurs ont été identifiées chez B-Raf (Rapp et al, 2006; Schreck &
Rapp, 2006; Thomas, 2006). Néanmoins, ERK1/2 sont régulés à de multiples niveaux
(section 1.5.3, page 93), ce qui permet de présager le développement de nouveaux types
d’inhibiteurs affectant leur activité en totalité ou en partie. Il n’en demeure pas moins que
les inhibiteurs de Raf et ceux non compétitifs de MEKÏ/2 obtiennent actuellement des
résultats probants pour le traitement de carcinomes rénaux, de mélanomes et de leucémies
infantiles (Flotho et ai, 2007; Samlowski & Vogelzang, 2007; Wang et al, 2007a).
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1.4.1.3.6.2 Système nerveux
La plasticité synaptique, dont ERK1/2 sont d’importants médiateurs, est impliquée
dans l’hypersensibilité à la douleur (Obata & Noguchi, 2004). Dans certains modèles
animaux de douleur inflammatoire, des inhibiteurs de MEK1/2 ont été testés avec succès
(Ii, 2004a; Ii, 2004b; Ma & Quirion, 2005). En outre, ERK1 est impliquée dans la mémoire
à long terme et l’apprentissage contextuel (Davis & Laroche, 2006), comme c’est le cas
avec la dépendance à la cocaïne (Ferguson et al, 2006; Lu et aI, 2006) et à l’alcool (Aroor
& Shukia, 2004). Parallèlement, l’expression et l’activation de ERK1/2 est réduite dans le
cerveau de sujets dépressifs qui ont eux-mêmes attenté à leurs jours (Dwivedi et ai, 2006;
Dwivedi et al, 2001; Qi et aI, 2006).
En outre, cette fonction de ERK1/2 dans la croissance, la survie et la plasticité des
neurones permet de les relier à des désordres comme la schizophrénie (Kyosseva, 2004b).
De plus, cette voie est activée par l’insuline et le cholestérol, et une activation chronique
peut engendrer des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer
(Colucci-DAmato et ai, 2003; Nelson & Alkon, 2005).
Inversement, l’activation de la voie ERK1/2 pourrait contribuer non pas au
développement, mais au traitement de désordres bipolaires. Par exemple, le lithium et le
valproate utilisés pour traiter certains comportements maniaques activent significativement
cette voie (Einat et ai, 2003).
1.4.2 Voie JNK
La voie IVIAP kinase JNK est principalement activée par les cytokines et les stress
cellulaires comme un choc osmotique, un stress oxydatif ou des radiations, de sorte que les
MAP kinases JNK furent initialement nommées $tress-activated protein kinases (SAPK)
(Davis, 2000; Weston & Davis, 2002). Les facteurs de transcription de la famille AP- 1
figurent parmi les cibles les plus importantes des JNK (Karin & Gallagher, 2005). Ceux-ci
sont des hétérodimères formés de Fos, Maf, ATF etlou de membres de la famille Jun
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(c-Jun, JunB, JunD); (Ozanne et ai, 2007; Shaulian & Karin, 2001). Les facteurs AP-1
relient l’activation de ia voie JNK à l’induction de plusieurs gènes cibies impliqués dans la
prolifération, l’apoptose, l’inflammation et la réparation de l’ADN (Karin & Galiagher,
2005).
Ainsi, la voie JNK est impliquée dans la croissance, le développement du système nerveux,
ainsi que dans la réponse aux cytokines et à l’insuline (Karin & Gallagher, 2005; Weston &
Davis, 2007). Elle représente conséquemmet une cible de choix en vue du traitement de la
maladie de Parkinson (Kuan & Burke, 2005), de l’inflammation (Jaeschke et al, 2005), du
diabète (Bennett et al, 2003), du cancer (Heasley & Han, 2006; Kennedy & Davis, 2003) et
de nombreuses autres pathologies (Karin & Gallagher, 2005; Manning & Davis, 2003).
1.4.2.1 MAPKKK de la voie JNK
Plusieurs MAPKKX activent la voient JNK à divers degrés d’intensité. Bien que
cette spécificité semble liée à la nature du stimulus activateur, elle reste pourtant très
cryptique (Weston & Davis, 2007). Il n’en demeure pas moins que MEKKÏ est le premier
activateur identifié de la voie JNK (Minden et al, 1994) et le plus puissant (Karin &
Gallagher, 2005). Par la suite, plusieurs autres MAPKKK de cette voie ont été
découvertes : MEKK2 et MEKK3 (Blank et aI, 1996), MEKK4 (Gerwins et al, 1997),
Mixed-Ïineage kinase 2 (IvILK2) et IvILK3 (Hirai et al, 1996; Tibbles et ai, 1996),
Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) et ASK2 (Ichijo et al, 1997; Wang et ai,
199$a) et TGF-f3-activated kinase 1 (TAK1) (Yamaguchi et ai, 1995). De plus, d’autres
protéines comme Dual leucine zipper-bearing kinase (DLK) (Fan et ai, 1996) ainsi que
Thousand and one arnino acid kinase 1 (TAO1) et TAO2 (Chen et al, 1999; Hutchison et
ai, 199$) peuvent aussi activer cette voie, mais à un degré moindre.
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Figure 1-19 MAPKKK, MAPKK et MAP kinases de la voie JNK
Comme elles sont nombreuses, l’inactivation génique de ces différentes MAPKKK
n’a pas permis l’indentification de l’une d’entre elles comme étant essentielle à la voie
JNK. En effet, l’absence de IvIEKK1 ou d’autres MAPKKK (Tableau 1-VII) n’empêche pas
l’activation de la voie JNK par des stress comme les rayons ultraviolets (UV). Ces données
suggérent que plusieurs MAPKKK sont activées par un même stress, ou encore que la
MAPKKK critique à la voie JNK n’a pas encore été inactivée (Karin & Gallagher, 2005;
Wang et al).
En outre, certaines MAPKKK ont des fonction de protéine d’échafaudage (Section
1.5.3.2.1, page 101) qui permettent une activation spécifique et rapide de certaines
composantes de la voie JNK. En effet, dans leurs assemblages respectifs de la cascade
enzymatique, MEKK1 lie préférentiellement la MAPKK MKK4 (Xia et aI, 1998), alors que
son homologue MEKK2 s’associe préférentiellement à la MAPKK MKK7 (Cheng et ai,
2000), assurant alors un relais et un aiguillage spécifique de certains signaux.
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Tableau Ï-VII Inactivation génique des composantes de la voie JNK
Rôle Nom Allas Viable Phénotype d’inactivation génique Réfs
MAPKKK MEKK1 Non Défauts d’érythropoïèse [12]
MEKJC3 Non Réduction du nombre de vaisseaux [13]
sanguins
MEKK4 MTK1 Non Défauts de formation du tube fleurai [14]
ASK1 MAPKKK5 Oui Défauts d’apoptose et de remodelage [15,16]
cardiaque
MAFKK MKK4 SEKY, JNKKY Non Défauts d’hépatogenèse [17,18]
MKK7 SEK2, JNXK2 Non Défauts d’hépatogenèse [19]
vilCK4, IvIICK7 Non Défauts dapoptose [20]
MAP kinase JNK1 SAPKy, SAPKÏc Oui Diminution de la résistance à l’insuline [2 1-241
JNK2 SAPKa, SAPK1a Oui Baisse de ia résistance à l’insuline; [25-29]
défauts de maturation des thymocytes
JNK1, JNK2 Non Défauts dapoptose, défauts [30-32]
neurologiques
JNK3 SAPK(3, SAPK1b Oui Protection contre i’hypoxie et [33]
l’ischémie cérébrale
Échafaudage JWI Oui Baisse de signalisation JNK et [34-37]
diminution de la résistance à l’insuline
Références [12] (Bonnesen et ai, 2005); [13] (Yang et ai, 2000); [14] (Chi et ai, 2005); [15] (Yamaguchi et
aI, 2003); [16] (Tobiume et ai, 2001); [i7] (Ganiatsas et ai, 1998); [18] (Nishina et ai, 1999); [19] (Wada et ai,
2004); [20] (Tournjer et aI, 2001); [2i] (Tuncman et ai, 2006); [22] (Hirosumi et ai, 2002); [23] (Dong et ai,
1998); [24] (Sabapathy et ai, 2001); [25] (]aeschke et ai, 2005); [26] (Jaeschke et aI, 2006); [27] (Tuncman et
ai, 2006); [28] (Sabapathy et ai, l999a); [29] (Yang et ai, i99$b); [30] (Toumier et ai, 2000); [3l](Kuan et ai,
1999); [32] (Sabapathy et ai, i999b); [33] (Kuan et ai, 2003); [34] (Whitmarsh et ai, 2001); [35] (1m et ai,
2003); [36] (Kim et ai, 2005b); [37] (Jaeschke et ai, 2004).
1.4.2.2 MKK4 et MKK7
Elles aussi impliquées dans les réponses aux stress cellulaires, les MAPKK MKK4
et MKK7 furent respectivement connues d’abord sous l’appellation SAPK or ERK kinase 1
(SEK1) et SEK2 ou encore JNK kinase 1 (JNKKÏ) et JNKK2, pour leur capacité à
phosphoryler le motif TPY des JNK (Davis, 2000; Karin & Gaiiagher, 2005; Wang et ai,
Wang et ai, 2007c); (Figure 1-17, page 46). Par ailleurs, MKK4 phosphoryle
préférentiellement la tyrosine de ce motif alors que MKK7 préfère la thréonine (Lawier et
ai, 199$; Lisnock et al, 2000). Contrairement à MKK7, MKK4 peut également
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phosphoryler le motif TGY des MAP kinases de la sous-famille p38 en conditions de
surexpression (Derijard et al, 1995; Sanchez et al, 1994 ; Tournier et ai, 1997 ; Wu et ai,
1997 ; Yao et ai, 1997).
L’expression de MKK4 et MKK7 est ubiquitaire chez la souris adulte (Wang et al,
2007c) et l’inactivation génique de l’une ou de l’autre engendre de sévères problèmes
d’anémie et d’hépatogenèse aux conséquences létales (Ganiatsas et al, 1998 ; Nishina et ai,
1999 ; Wada et ai, 2004). De plus, ces expériences d’inactivation génique (Tableau 1-VII,
page 57) ont permis de confirmer que MKK4 et MKK7 ne sont pas entièrement
redondantes, in vivo (Dong et al, 2000; Ganiatsas et al, 199$ ; Nishina et al, 1997 ; Wada et
ai, 2004; Yang et ai, 1997a).
Les défauts d’hépatogenèse observés chez les embryons dépourvus de MKK4 sont
attribuables à une augmentation significative des niveaux d’apoptose (Ganiatsas et al, 1998;
Nishina et ai, 1997; Watanabe et al. 2002). Parallèlement, on observe des mutations de
MKK4 dans environ 5% des tumeurs (Wang et al, ; Wang et ai, 2007c; Weston & Davis,
2007). Certaines de ces mutations ont pour effet de rendre les cellules réfractaires à
l’apoptose induite par des stress extracellulaires, facilitant du coup la colonisation
métastasique (Wang et ai, 2007c). Inversement, d’autres mutations accentuent les effets
prolifératifs de la voie JNK (Weston & Davis, 2007), comme en témoigne la forte activité
JNK de plusieurs lignées cancéreuses (Kennedy 2003). Bref, selon le contexte, la voie JNK
est impliquée dans l’oncogenèse par inhibition de ses propriétés pro-apoptotiques ou par
suractivation de ses effets prolifératifs. La voie JNK constitue également une cible
anticancéreuse car des inhibiteurs pharmacologiques bloquent l’induction de gènes de
réparation suite à un traitement avec des agents qui endommagent l’ADN (Ojerset et ai,
2001; Potapova et ai, 2001; Yang et al, 2003b). Ces inhibiteurs pourraient ainsi
complémenter certaines chimiothérapies.
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1.4.2.3 JNK1, JNK2 et JNK3
Les JNK doivent leur nom à la capacité qu’elles ont de phosphoryler le facteur de
transcription c-Jun dans sa partie N-terminale afin de l’activer (Davis, 2000). En revanche,
ERK1/2 phosphorylent c-Jun dans sa partie C-terminale ce qui a un effet inhibiteur sur son
activité transcriptionnelle. JNK1, JNK2 et JNK3 sont sujettes à des épissages alternatifs qui
peuvent générer en tout 10 isoformes (Gupta et ai, 1996). Ces variantes possèdent des
affinités propres pour les différents substrats et régulateurs (Davis, 2000).
Alors que l’expression de JNKY et JNK2 est ubiquitaire, celle de JNK3 est restreinte
au cerveau, au coeur, et aux testicules (Karin & Gallagher, 2005). Cette dernière est
toutefois dispensable pour le développement du système nerveux central (Yang et al,
1997b); (Tableau 1-VII, page 57). Par contre, les souris chez lesquelles le gène de JNK3 a
été inactivé sont davantage résistantes à l’ischémie cérébrales en comparaison avec des
souris JNKY-/- ou JNK2-/- (Haydar et ai, 1999). Néanmoins, bien que les souris
dépourvues de JNK1 (Dong et ai, 1998; Hirosumi et ai, 2002 ; Sabapathy et ai, 2001;
Tuncman et al, 2006), JNK2 (Jaeschke et aI, 2006; Sabapathy et ai, 1999a; Tuncman et al,
2006 ; Yang et ai, 1998b) ou JNK3 (Kuan et al. 2003) soient viables, i’inactivation génique
combinée de JNK1 et JNK2 engendre des défauts de formation du tube neural aux
conséquences létales (Kuan et al, 1999).
Par ail[eurs, JNK1 semble l’isoforme activée de manière prédominante, du moins
lors de l’activation des lymphocytes T (Conze et ai, 2002), ou de l’ingestion d’une diète
riche en lipides (Yang et al. 1997b). De manière concomitante, des souris JNKÏ-I
accumulent moins de graisses que les souris JNK2-/- et les souris de type sauvage
(Hirosumi et al, 2002). La complémentarité et la redondance entre JNKÏ et JNK2 est
abordée plus en profondeur dans la section 1.5.1.2, page 76.
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1.4.2.4 JIP
Plusieurs protéines d’échafaudage (Section 1.5.3.2.1, page 101) permettant
d’assembler une cascade JNK et favorisant son activation ont été recensées. Parmi celles-ci,
on retrouve 3-affestine-2 (McDonald et ai, 2000), CRK2 (Girardin & Yaniv, 2001),
Fiiamine (Marti et ai, 1997), 1KB kinase compÏex-associated protein (IKAP); (Hoimberg et
ai, 2002a; Whitmarsh et ai, 1992), JNK-interacting protein 1 (JIP1); (Whitmarsh et ai,
199$), MP2 (Negri et ai, 2000), JIP3 (Ito et ai, 1999; Keikar et aI, 2000), ainsi que HP4
(Kelkar et al, 2005; Lee et ai, 2002) aussi appelée JNK-associated leucine zipper protein
(JLP). Le rôle des membres de la famille HP au sein de la voie JNK devient de plus en plus
ciair avec des implications dans le développement du cerveau, l’apoptose et la réponse à
i’insuline (Whitmarsh, 2006b).
En outre, plusieurs observations reiient JIP1 au développement du diabète. En effet,
on rapporte chez piusieurs patients atteints d’une forme génétique de diabète de type II des
mutations dans ie gène encodant JIP1 (Waeber et ai, 2000). De pius, les souris TIPi-I-, tout
comme ies JNK1-I-, sont réfractaires au développement de la résistance à i’insuiine induite
par une diète riche en lipides (Jaeschke et aI, 2004). Effectivement, une telle diète nuit à
l’action de i’insuiine en rendant l’organisme résistant aux signaux qu’elie déclenche. La
voie INK est impiiquée dans cette condition de résistance (Dong et al, 2000) qui, si elle est
maintenue, peux dégénérer en diabète de type II (Hotamisligii, 2003). De plus, les JNK sont
activées chez des souris obèses (Hirosumi et ai, 2002). Ceci cause de ia résistance à
l’insuline (White, 2003) puisque les JNK phosphoryient Insulin receptor substrate-1
(IRS-1) sur une sérine inhibitrice (Aguirre et ai, 2000; Lee et ai, 2003), découpiant alors
cette protéine du récepteur de i’insuiine en amont. Toutefois, il demeure possible que IRS-1
ne soit pas la seuie cible des JNK dans la résistance à l’insuiine et ie déveioppement du
diabète (Weston & Davis, 2007).
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1.4.3 Voie p38
La voie MAP kinase p38 constitue un relais de prédilection pour les signaux de
stress et d’inflammation (Ashweil, 2006; Zarubin & Han, 2005). En effet, celle-ci est
activée par les rayons UV, des chocs thermiques ou osmotiques, ainsi que par des facteurs
de croissances et plusieurs cytokines inflammatoires (Foltz et al, 1997; Freshney et al,
1994; Han et al, 1994; Lee et al, 1994; Pietersma et ai, 1997; Raingeaud et al, 1995; Rouse
et ai, 1994; Shalom-Barak et ai, 199$; Shapiro et ai, 199$a). De plus, l’activation de la voie
p3$ est elle-même essentielle à la production de cytokines pro-inflammatoires (Guan et ai,
199$), d’enzymes antioxydants (Craxton et al, 199$; Da Silva et al, 1997), de protéines du
remodelage tissulaire (Badger et aI, 1998; Pietersma et ai, 1997) et de nombreuses autres
molécules de l’inflammation (Pietersma et ai, 1997). Enfin, la voie p38 est impliquée dans
la prolifération et la différenciation des celiules du système immunitaire (Kummer et al,
1997; Lee et ai, 1994).
1.4.3.1 Composantes de la voie p38
Souvent activée par les mêmes stimuli, la voie p38 partage plusieurs MAPKKK
importantes avec la voie JNK (Zarubin & Han, 2005). Celles-ci incluent TAK1, ASK1,
DLK, MEKK1, MEKK3, MEKK4, MLK1, MLK2 et MLK3 (Cuenda & Dorow, 1998;
Hirai et ai, 1997; Ichijo et ai, 1997; Moriguchi et al, 1996; Takekawa et ai, 1997 ; Tibbies et
al. 1996; Ubeda et ai, 1996), dont la surexpression active la voie p38 et la voie JNK avec
des efficacités variables.
Les MAPKK MKK3 et MKK6 sont identiques à 80%. L’inactivation génique de
l’une ou de l’autre engendre des défauts immunologiques qui n’affectent pas la viabilité ni
la fertilité des souris (Lu et ai, 1999; Tanaka et al, 2002; Wysk et al, 1999) ; (Tableau 1-IX,
page 64). En revanche, la double inactivation de MKK3 et MKK6 engendre une
létalité découlant de sévères défauts de vascularisation (Brancho et al, 2003; Kang et
al, 2006). Tandis que MKK6 active efficacement les quatre isoformes de p38,
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MKK3 est incapable d’activer p38f3 (Parker et ai, 1998). Par ailleurs, la MAPKK
MKK4, activée dans la voie JNK peut conduire à l’activation de p38a et p38 dans
certaines conditions cellulaires (Jiang et ai, 1997). MKK4 contribue à l’activation des MAP
kinases p38 par les rayons UV, mais MKK3 et MKK6 seuls relayent l’activation de p38 par
le Turnor necrosis factor a (TNFa); (Brancho et ai, 2003). En somme, MKK3 et MKK6
exercent chacun une spécificité malgré ieur action iargement redondante, et elles sont
considérées comme les principales MAPKK de la voie p38.
Figure 1-20 MAPKKK, MAPKK et MAP kinases de la voie p38
Un choc osmotique favorise l’assemblage d’une cascade d’activation de la voie p38
alors que IVIEKK3, MKK3 en plus de la GTPase monomérique Rad sont recrutées par
Osmosensing scaffoÏdfor MEKK3 (OSM); (Uhiik et ai, 2003). En outre, un rôle de protéine
d’échafaudage de la voie p38 a récemment été proposé pour HP4 (Keikar et ai, 2005).
Contrairement à ses homologues TIPi, flP2 et JW3, celle-ci n’active pas les JNK, mais
favorise l’activation des p38 par MKK3 et MKK6.
1.4.3.2 p38a, p38f3, p38y et p38ô
Les MAP kinases p38 comptent des orthologues jusque chez la levure (Brewster et
ai, 1993; Han et ai, 1994; Rouse et ai, 1994; Shiozaki & Russell, 1995). Chez les
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mammifères, la sous-famille comprend quatre isoformes. Identiques à 60%, p3$a,
p3$3 (Jiang et ai, 1996), p38’ (Lechner et ai, 1996; Li et ai, 1996), et p3$ô (Jiang et ai,
1997; Kumar et ai, 1997) sont toutes encodées par des gènes différents (Ashwell, 2006).
De plus, elles démontrent toutes des profils d’activation similaires malgré certaines
différences dans les cinétiques et les niveaux d’activation de chaque isoforme (Enslen et ai,
199$; Hu et ai, 1999; Jiang et aI, 1996 ; Jiang et ai, 1997). L’expression de p3$a et p3$f3
est ubiquitaire, bien que celle de p3$f3 soit généralement plus faible à l’exception des
lymphocytes T, tandis que celle de p3$y et p38 varie selon les types cellulaires (Ashweli,
2006; Hale et al, 1999; Zarubin & Han, 2005).
Tableau 1-VIII Propriétés d’activation des isoformes de p38
ActivateurIsoforme
MKK3 MKK4 MKK6 TAB1 Tyr 323
p3$a + + + + +
p3$13 - - + - +
p38y + - + - -
p38 + + + - -
Par ailleurs, l’épissage alternatif de p38a génère Mxi2 dont la portion C-terminale
possède des propriétés bien distinctes (Faccio et aI, 2000; Sanz et al, 2000; Zervos et ai,
1995). De plus, Mxi2 lie ERK1 et ERK2 tout en favorisant leur entrée au noyau,
indépendamment de leur état d’activation (Casar et ai, 2007a; Casar et al, 2007b; Sanz
Moreno et ai, 2003). Toutefois, les implications physiologiques de cette découverte
demeurent encore méconnues.
p3$a est la seule isoforme essentielle possiblement dû à sa plus vaste distribution
tissulaire. Effectivement, son inactivation génique engendre des défauts d’angiogenèse
placentaire et d’érythropoïèse (Adams et ai, 2000; Mudgett et al, 2000; Tamura et al, 2000).
En revanche, les souris dépourvues de p3$3, p3$’’ ou p3$, sont viables, fertile et sans
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problèmes de santé apparents (Kuida & Boucher, 2004; Sabio et al, 2005). Même la double
inactivation de p3$’ et p38ô n’engendre pas de phénotype marqué (Sabio et ai, 2005).
Tableau 1-IX Inactivation génique des composantes de la voie p38
Rôle Nom Alias Viable Phénotype d’inactivation génique Réfs
MAPKKK IvIEKKY Non Défauts d’érythropoïèse [12]
MEKK3 Non Réduction du nombre de vaisseaux [13]
sanguins
MEKJC4 MTKÏ Non Défauts de formation du tube neural [14]
ASK1 MAPKKK5 Oui Défauts dapoptose et de remodelage [15,16]
cardiaque
MAPKK MKK3 Oui Baisse de signalisation p38; défauts de [38-40]
maturation des lymphocytes T
MKK6 Oui Baisse de signalisation p38; défauts [40]
d’apoptose et des lymphocytes T
MKK3, MKK6 Non Défauts de placenta et de vasculature [41,42]
MAP kinase p38a Non Défauts de placenta et de vasculature; [43-45]
anémie
p383 Oui Viable et fertile [46]
p38y SAPK3, ERK6 Oui Viable et fertile [47,48]
p38 SAPK4 Oui Viable et fertile [48]
p38y, p38 Oui Viable et fertile [48]
Références : [121 (Bonnesen et ai, 2005); [13] (Yang et ai, 2000); [14] (Chi et ai, 2005); [15] (Yamaguchi et
al, 2003); [16] (Tobiume et ai, 2001); [38] (Lu et ai, 1999); [39] (Wysk et ai, 1999); [40] (Tanaka et al. 2002);
[41] (Brancho et ai, 2003); [42] (Kang et ai, 2006); [43] (Adams et ai, 2000); [44] (Mudgett et ai, 2000); [45]
(Tamura et ai, 2000); [46] (Beardmore et ai, 2005); [47] (Kuida & Boucher, 2004); [48] (Sabio et ai, 2005).
Les MAP kinases p38 phosphorylent elles aussi une multitude de substrats dont la
majorité sont des facteurs de transcription (Ashweil, 2006; Zarubin & Han, 2005). Ces
derniers incluent Activating transcription factor] (ATF1), ATF2, ATF 6, $RF accessoîy
protein J (Sapi), CHOP, p53, Myocyte enhancer factor 2A (MEF2A), MEF2C, Elk-1 et
Nuclearfactor ofactivated T-celÏs (NFAT); (Gomez del Arco et aI, 2000; Han et ai, 1997;
Hazzalin et ai, 1996; Huang et ai, 1999; Janknecht & Hunter, 1997; Pereira et ai, 2004;
Raingeaud et ai, 1995; Tan et ai, 1996; Wang & Ron, 1996; Zhao et ai, 1999b). Parmi les
autres substrats des p38, on compte également plusieurs MK (Section 1.4.1.3.4, page 51);
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(Roux & Blenis, 2004) qui relient cette voie à la traduction. En plus d’agir au niveau de la
régulation traductionnelle (Kumar et al, 2003b), les MAP kinases p38 stabilisent des ARN
codant pour des cytokines inflammatoires (Clark et al, 2003; Kracht & $aklatvala, 2002) et
contribuent à l’expression de ces gènes via des modification post-traductionnelles
(Kontoyiannis et al, 2001; Kotlyarov et al, 1999; Prichett et al, 1995).
1.4.3.2.1 Activation non conventionnelle
Outre, la phosphorylation par MKK3 et MKK6 sur les sites activateurs du motif
TGY, quelques isoformes de p38 peuvent être activées de manière indépendante des
MAPKK (Mittelstadt et al, 2005); (Tableau 1-VIII, page 63).
1.4.3.2.1.1 Autophosphorylation via TAB1
La protéine TAK1 -binding protein 1 (TAB 1) est d’abord connue comme une
protéine régulatrice de la MAPKKK TAK1. Cependant, lorsqu’elle lie p38a, cette dernière
s’autophosphoryle sur ses résidus activateurs (Ge et al, 2002). Bien que ce mécanisme
d’activation se produise dans des conditions physiologiques (Matsuyama et al, 2003;
Ohkusu-Tsukada et al, 2004; Tanno et al, 2003), l’activation de p38a par les stimuli
activant classiquement la voie p38 se fait principalement par les MAPKK MKK3 et
MKK6, et de manière plus restreinte via TAB1 (Brancho et al, 2003 ; Kang et ai, 2006).
1.4.3.2.1.2 Phosphorylation sur la tyrosine 323
Un autre mécanisme favorise l’autophosphorylation de p38a, mais aussi de p383
(Mittelstadt et al, 2005). Dans celui-ci, la tyrosine kinase ZAP7O phosphoryle p38a et p38f3
sur la tyrosine 323, ce qui augmente leur activité phosphotransférase non seulement sur
elles-mêmes, mais également à l’endroit de leur substrats (Salvador et al, 2005a). En outre,
les tyrosine kinases LCK, FYN et Spleen ryrosine kinase (SYK) peuvent activer p3$a et
p3$f3 de la même manière (Ashwell, 2006; Salvador et al, 2005b). La phosphorylation de la
tyrosine 323 est suffisante pour induire l’activité kinase qui ne requiert pas la
phosphorylation de la boucle activatrice (Salvador et al, 2005a). Les deux types de
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phosphorylation agissent de manière additive, et la contribution relative de chaque mode
d’activation pourrait varier selon le stimulus (Ashwell, 2006).
1.4.3.2.2 Cible thérapeutique
Avec un rôle dans la réponse inflammatoire et la croissance de plusieurs types
cellulaires, les MAP kinases de la sous-famille p38 représentent une cible attrayante pour le
traitement de diverses pathologies. En outre, la voie p38 pourrait être impliquée dans le
développement de l’arthrite, de la maladie d’Alzheimer et la maladie de Crohn (Hollenbach
et al, 2004; Johnson & Bailey, 2003; Perregaux et aI, 1995). L’inhibition de la voie p38
réduirait non seulement l’inflammation associée à ces maladies, (Adams et al, 2001; Peifer
et al, 2006), mais permettrait également de traiter la douleur qui en découle (Ii, 2004b).
Activées par des stress chimiques et mécaniques, les MAP kinases p38 ont fait
l’objet d’études sur l’hypertrophie cardiaque (Behr et al, 2003; Kerkela & Force, 2006;
Liang & Moikentin, 2003; Mehta & Griendling, 2007). Celles-ci ont démontré que
l’expression cardiaque d’une forme active de MKK3 ou MKK6 est suffisante pour
engendrer de l’hypertrophie (Choukroun et aI, 1998; Liao et aI, 2001; Zechner et ai, 1997).
De plus, la progression de l’hypertrophie cardiaque est accompagnée d’une augmentation
de l’expression de p38a et p38f3 (Wang et al, 199$b). L’inhibition de p38 pourrait alors
freiner l’hypertrophie cardiaque et les désordres parfois inflammatoires qui y sont associés
(Clerk & Sugden, 2006; Kerkela & Force, 2006)
D’autre part, plusieurs composés déjà disponibles inhibent directement des MAP
kinases p38 (Dominguez et al, 2005; Goldstein & Gabriel, 2005; Lee et ai, 2000; Lee &
Dominguez, 2005). Parmi ceux-ci le SB203580 est un des mieux caractérisés. Ce pyridinyl
imidazole inhibe spécifiquement p38a et p38f3, empêchant du coup la production de
cytokines pro-inflammatoires et la prolifération de cellules du système immunitaire
(Ashwell, 2006). En conclusion, plus d’une vingtaine d’inhibiteurs de diverses origines font
l’objet d’essais précliniques et cliniques en vue du traitement de l’inflammation, de
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l’arthrite, du psoriasis, de la maladie de Crohn ainsi que de l’athérosclérose (Sakiatvala,
2004).
1.4.4 Voie ERK5
La voie ERK5 se distingue d’abord par son unique MAP kinase et sa seule
MAPKK, MEK5 (Nishimoto & Nishida, 2006; Wang et ai, 2005; Wang & Tournier, 2006).
Cette dernière est activée par plusieurs IVIAPKKK comme Cot (Chiariello et ai, 2000) ainsi
que MEKK2 et MEKK3 (Chao et al, 1999; English et ai, 1995; Sun et ai, 2001) qui activent
également d’autres voies MAP kinases.
Figure 1-21 MAPKKK, MAPKK et MAP kinase de la voie ERK5
Outre leur similarités de séquence primaire (Zhou et al, 1995), plusieurs éléments
apparentent MEK5 avec MEK1/2. D’abord, elles sont activées par le sérum et nombre de
facteurs de croissance (Kamakura et al, 1999; Kato et al, 2000a; Kato et al, 1997; Kato et
al, 199$; Zhou et al, 1995). Ensuite, à l’instar de MEK1/2, MEK5 phosphoryle un motif
d’activation TEY (Buschbeck & Uiirich, 2005 ; English et ai, 199$ ; Mody et al, 2003). De
manière comparable à IvIEK1 (Giroux et al, 1999), l’inactivation génique de IVIEK5
confirme ses propriétés prolifératrices et anti-apoptotiques, en plus de son rôle dans le
développement du système cardio-vasculaire (Wang et al, 2005). Enfin, certains inhibiteurs
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pharmacologiques de MEK1/2 inhibent également MEK5 (Kamakura et ai, 1999; Mody et
ai, 2001 ), ajoutant davantage à la similitude.
Tableau 1-X Inactivation génique des composantes de la voie ERK5
Rôle Nom Alias
MAPKKK MEKK3
MAPKK MEK5
Réfs
[13]
[49]
Viable Phénotype d’inactivation génique
Non Réduction du nombre de vaisseaux sanguins
Non Défauts cardiovasculaires; baisse de prolifération;
hausse dapoptose
Non Défauts dangiogenèse et de développement
carcliovasculaire
Références [13] (Yang et ai, 2000); [49] (Wang et ai, 2005) ; [50] (Regan et ai, 2002) ; [51] (Sohn et ai,
2002); [52] (Yan et aI, 2003) ; [53] (Hayashi & Lee, 2004).
MAP kinase ERKS BMK1 [50-53]
Quant à ERK5, sa taille deux fois supérieure à celle des autres MAP kinases (98
kDa) lui valut initialement le nom de Big MAP kinase] (BMK1) (Lee et al, 1995 ; Zhou et
al, 1995). Le domaine catalytique de ERK5, situé dans la portion N-terminale, est pourtant
identique à 50% à celui de ERK1/2 (Figure 1-17, page 46). La partie C-terminale de ERK5
contient un NLS et un NES, ainsi que deux régions riches en résidus proline soupçonnées
de permettre la liaison à des protéines contenant un domaine Src-Hornology 3 (SH3)
(Buschbeck & Ullrich, 2005; Kondoh et al, 2006; Raviv et aI, 2004; Yan et ai, 2001; Zhou
et al, 1995). De concert avec la phosphorylation de ses sites activateurs par MEK5, ERK5
s’autophosphoryle dans sa partie C-terminale, ce qui contribue à la maintenir dans une
conformation active en plus de modifier sa localisation subcellulaire (Buschbeck & Ulirich,
2005 ; Engiish et ai, 1998; Mody et aI, 2003). De surcroît, la partie C-terminale de ERK5
renferme une séquence unique possédant une activité transcriptionnelle (Akaike et al, 2004;
Kasler et al, 2000 ; Terasawa et ai, 2003).
Certains substrats de ERK5, incluant Sapla, c-Myc et certaines MK sont aussi
phosphorylés par ERK1/2 (English et al, 1998; Kamakura et ai, 1999; Pearson et al, 2001a).
Par contre, les facteurs de transcription MEF2A, MEF2C et MEF2D, figurant parmi les
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substrats les mieux caractérisés de ERK5, ne sont pas des cibles de ERK1/2 (Kato et al,
1997; Kato et ai, 2000b; Yang et al, 1998a). Contrairement à ERK1/2, ERK5 est activée
par piusieurs signaux oxydatifs et des stress cellulaires (Torres, 2003; Wang & Tournier,
2006). Finalement, l’inactivation de ERK5 engendre un phénotype distinct de celui de
ERK1 ou ERK2. Bien que ce phénotype soit létal, comme celui de l’inactivation de ERK2,
cette létalité embryonnaire n’est pas attribuable à des défauts de développement
placentaires, mais plutôt à des malformations cardiaque sévères (Hayashi & Lee, 2004;
Regan et ai, 2002; Sohn et al, 2002; Yan et al, 2003). En somme, ia voie ERK5 possède
bien des similarités avec les la voie ERK1/2, mais également des propriétés uniques qui
font d’elle une voie à part entière.
1.4.5 MAP kinases atypiques
Les voies IvIAP kinase de mammifères que nous venons de couvrir possèdent une
architecture selon laquelle une MAPKKK phosphoryle et active une MAPKK qui
phosphoryle et active à son tour une MAP kinase. Les MAP kinases dites «atypiques» se
distinguent des autres MAP kinases «classiques» car elles ne constituent pas des substrats
pour les MAPKK (Coulombe & Meloche, 2006). Elles ne font donc pas parties de voies
bien définies jusqu’ici. De plus, les MAP kinases atypiques possèdent des structures
passablement différentes de celles des MAP kinases des voies ERK1/2, JNK et p38
(Bogoyevitch & Court, 2004); (Figure 1-17, page 46). Néanmoins, toutes les MAP kinases
montrent au moins 40% d’identité (60% similarité) à ERK1 dans leur domaine kinase
(Coulombe & Meloche, 2006).
1.4.5.1 ERK3
D’une masse moléculaire apparente de 100 kDa, ERK3 partage 45% d’identité avec
ERK1 au niveau du domaine kinase (Figure 1-17, page 46). Par contre, les deux enzymes
montrent plusieurs distinctions structurales. D’abord, ERK3 possède une importante
extension en C-terminal dont les fonctions demeurent encore mal connues. De plus, deux
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motifs conservés dans toutes les MAP kinases sont absents de ERK3 (et ERK4). D’abord,
un motif SEG figure en lieu du TEY dans la boucle d’activation ; puis, la séquence SPR se
substitue au motif très conservé APE dans le sous-domaine VIII. Ceci suggère que ERK3
pourrait avoir une une spécificité de substrat différente ou même exercer des effets
physiologiques indépendants de la phosphorylation de substrats (Boudeau et ai, 2006).
Néanmoins, ERK3 phosphoryle MK5 in vitro et in vivo (Setemes et ai, 2004). De plus,
ERK3 est capable de s’autophosphoryler sur la sérine de sa boucle d’activation (Cheng et
aI, 1996), démontrant qu’elle possède bel et bien une activité catalytique intrinsèque. La
phosphorylation de la sérine du motif SEG est constitutive in vivo n’est pas modifiée par
des stimulations aux facteurs de croissance ou aux stress chimiques (Coulombe, P. &
Meloche, S., manuscrit en préparation).
À l’opposé des autres MAP kinases, il n’existe pas d’orthologues chez les plantes et
les invertébrés (Coulombe & Meloche, 2006; Krens et al, 2006b). L’ARN messager de
ERK3 est exprimé de manière ubiquitaire dans les tissus de mammifères adultes, bien que
celle-ci soit prédominante dans le cerveau, les muscles squelettiques et le tractus
gastrointestinal (Coulombe & Meloche, 2006). En outre, l’expression du messager et de la
protéine de ERK3 augmente lors de la différenciation de plusieurs lignées de cellules
(Boulton et al, 1991; Coulombe et al, 2003). De surcroît, la surexpression de ERK3 inhibe
la progression du cycle cellulaire de plusieurs types cellulaires (Coulombe et al, 2003;
Crowe, 2004; Julien et al, 2003).
ERK3 est une protéine instable avec une demi-vie de 30 à 45 minutes alors que celle
de ERK1 dépasse plusieurs heures (Coulombe et al, 2003; Mikalsen et al, 2005). Cette
instabilité est attribuable à la polyubiquitination de l’extrémité N-terminale de ERK3 qui
induit sa dégradation par le protéasome (Coulombe et al, 2004; Coulombe et al, 2003).
Parallèlement, on observe une stabilisation de ERK3 lors de la différenciation des cellules
C2C12 (Coulombe et aI, 2003). D’autres MAP kinases sont aussi régulées de manière aiguè
par le système ubiquitine-protéasome. De manière analogue à ERK3, l’activité de ERK7 est
contrôlée par une ubiquitnation continue (Kuo et al, 2004). Seuls les 20 premiers acides
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aminés de ERK7 sont nécessaires et suffisants pour cette dégradation alors que la partie N-
terminale de ERK3 compte deux dégrons (Coulombe et al, 2003; Kuo et ai, 2004). Par
ailleurs, dans des conditions de fort stress cellulaire prolongé, MEKK1 peut aussi induire la
dégradation de ERKY/2 par ubiquitination (Lu et ai, 2002).
1.4.5.2 ERK4
Présentant une forte homologie avec ERK3 (73% d’identité dans le domaine
kinase), ERK4 a initialement été nommée 63maPk en raison de son poids moléculaire
(Gonzalez et al, 1992). À l’instar de ERK3, ERK4 contient également une importante partie
C-terminale, renferme les motifs SEG et SPR (Figure 1-17, page 46) et ne possède aucun
orthologue chez les plantes et les invertébrés (Coulombe & Meloche, 2006; Krens et ai,
2006b). En revanche, quelques disparités entre ERK3 et ERK4 ont déjà été relevées.
D’abord, l’expression de l’ARN messager de ERK4 n’est pas ubiquitaire, mais limitée au
coeur, au rein, au poumon, au pancréas, au placenta à la prostate, à la peau et surtout au
cerveau où elle y est plus forte (Garcia et aI, 1996 ; Gonzalez et ai, 1992). De plus,
contrairement à ERK3, ERK4 est une protéine très stable (Kant et ai, 2006). Enfin, les
phénotypes d’inactivation génique n’ont pas été publiés pour ERK3 ni ERK4, mais ceux-ci
devraient révéler davantage les rôles physiologiques différents de chacune de ces enzymes
(Turgeon, B., Rousseau, J. & Meloche, S., communication personnelle).
1.4.5.3 ERK7
Le domaine kinase de ERK7 est identique à 45% à celui de ERK1, mais il
comprend une extension de 204 acides aminés en C-terminal (Figure 1-17, page 46). Cette
région ne montre que peu d’homologie avec d’autres protéines si ce n’est qu’elle renferme
un NLS potentiel et des régions riches en résidus proline (Coulombe & Meloche, 2006). En
outre, la partie C-terminale est requise pour l’activation complète de ERK7 (Abe et ai,
1999), de manière complémentaire à son autophosphorylation sur son motif TEY (Abe et
ai, 2001; Klevemic et ai, 2006). Des stress oxydatifs, des agents mitogéniques et des
tyrosine kinases peuvent mener à l’activation de ERK7 (Abe et ai, 2002; lavarone et ai,
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2006; Kievernic et ai, 2006), ce qui suggère un rôle dans la régulation de la prolifération.
Des fonctions dans le transport du chlore et la signalisation par les récepteurs nucléaires ont
aussi été proposés pour cette kinase (Coulombe & Meloche, 2006). ERK7 phosphoryle
plusieurs substrats génériques des MAP kinases (Abe et al, 2001; Abc et al, 1999)
ERK7 est exprimée dans les tissus adultes de mammifères, l’expression étant plus
forte dans le poumon et le rein (Abc et al, 2002). Fait intéressant, les orthologues humain et
murin de ERK7 présentent une homologie limitée. En effet, la protéine n’est identique qu’à
69% entre les deux espèces. Cette différence est telle que trois ans après avoir cloné ERK7
chez la souris (Abc et al, 1999), le même groupe rapportait le clonage de l’orthologue
humain en nommant ce dernier ERK8 et en le considérant de manière erronnée comme une
kinase distincte de ERK7 (Abc et al, 2002).
1.4.5.4 NLK
Nemo-tike kinase (NLK) doit son nom à sa ressemblance à la protéine Nemo de
drosophile (Choi & Benzer, 1994). À l’instar de Rolled l’orthologue de ERK1/2, Nemo est
importante pour le développement de l’oeil de la drosophile (Brott et al, 1998; Meneghini et
al, 1999; Rocheleau et al, 1999). NLK possède des extensions d’une centaine d’acide
aminés de part et d’autre de son domaine kinase. De plus, le motif TEY de NLK est
remplacé par un motif TQE, avec un seul résidu phosphorylable, comme c’est le cas pour
ERK3 et ERK4 (Figure 1-17, page 46). Bien que la phosphorylation de la thréonine n’ait
pas encore été documentée, il n’en demeure pas moins que ce résidu est lié à l’activité
biochimique de NLK qui inclut la phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription
(Brott et ai, 1998; Ishitani et ai, 2003; Ishitani et ai, 1999; Kanei-Ishii et ai, 2004;
Kurahashi et ai, 2005 ; Rocheleau et al, 1999).
NLK est activée par plusieurs ligands extracellulaires dont Wnt-1, des cytokines et
des membres de la famille Transforming growthfactor-/3 (TGF-3); (Kanei-Ishii et al, 2004;
Kojima et al, 2005; Ohkawara et al, 2004; Smit et al, 2004). De plus, des évidences
biochimiques et génétiques placent la MAPKKK TAKÏ et sa protéine régulatrice TAB1
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quelque part en amont de NLK (Ishitani et ai, 1999; Meneghini et ai, 1999 ; Ohkawara et ai,
2004; Shin et ai, 1999; Smit et ai, 2004). Cependant, le recours à une autre kinase comme
intermédiaire n’a pas été infirmé ni confirmé (Coulombe & Meloche, 2006).
Conservée chez les invertébrés (Kortenjann et al, 2001b), l’expression de NLK chez
les mammifères se fait dans la plupart des tissus adultes, mais de manière plus importante
au cerveau et dans les organes lymphatiques (Brott et al, 199$). L’inactivation génique de
NLK cause des retards de croissance et d’importants défauts neurologiques qui entraînent la
mort in utero ou 4 à 6 semaines après la naissance, selon le fond génétique des lignées de
souris (Kortenjann et al, 2001a).
1.5 Propriétés conservées des MAP kinases
Bien que les précédentes sous-sections aient mis en lumière certaines disparités
entre les voies MAP kinases et parfois certaines de leurs composantes, ces voies n’en
demeurent pas moins hautement conservées à la fois dans leur architecture et dans leurs
mécanismes de régulation. Les prochaines sections tenteront d’établir des concepts
généraux s’appliquant à toutes les voies MAP kinases de toutes les espèces. La majorité des
travaux effectués et décrits portent sur la voie ERK1/2 de mammifère, il en émerge
néanmoins des propriétés à la fois communes et conservées.
1.5.1 Architecture
Outre leur expression ubiquitaire (Karandikar & Cobb, 1999; Pearson et al, 20015),
une des caractéristiques les mieux conservées des voies MAP kinases est sans doute cette
organisation en modules de trois kinases soumises à une activation séquentielle, et régulées
par phosphorylation (Pearson et al, 2001b; Widmann et al, 1999). En résumé, une
MAPKKK phosphoryle et active une MAPKK qui, à son tour, phosphoryle et active une
MAP kinase (Figure 1-22A, page 74) dont les substrats sont variés mais spécifiques. C’est
cette dernière qui donne son nom à la voie MAP kinase.
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Figure 1-22 Architecture des voies MAP kinases
A) Un module de base composé de trois kinases. B) Amplification du signal chez les
levures et les mammifères.
Cette architecture constitue la cassette de base à laquelle peuvent se greffer d’autres
éléments en amont comme en aval (par exemple, des MAPKKKK et des MK,
respectivement). L’utilisation de trois kinases permet une régulation à plusieurs niveaux,
mais également la communication avec d’autres voies de signalisation parallèles (Pearson
et al, 2001b; Widmann et al, 1999). Des exemples sont donnés par MEKK1 qui peut
induire l’activation de la voie NFKB (Lee et al, 1997), et par la capacité de IvIEKK3
d’activer les voies JNK, p38 et ERK5 (Uhlik et al, 2004). De tels débordements entre les
voies de signalisation surviennent généralement au niveau de la MAPKKK.
1.5.1.1 Propagation du signal dans la cassette de trois kinases
Une propriété que confère l’organisation en trois kinases activées séquentiellement
est l’amplification du signal (Figure 1-22B). Celle-ci ne peut avoir cours que si chaque
kinase est plus abondante en aval que celle en amont. C’est le cas notamment dans la voie
de réponse aux phéromones chez S. cerevisiae, où la MAP kinase est plus abondante que la
MAPKK qui est elle-même plus abondante que la MAPKKK (Stevenson et al, 1992). Par
contre, chez les mammifères, cette amplification n’a lieu qu’à l’étape entre la MAPKKK et
la MAPKK. En effet, dans la voie ERK1I2, les MAPKK sont nettement plus abondantes
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que les MAPKKK, mais leur concentration intracellulaire est équivalente ou supérieure à
celles des MAP kinases (Bhaiia, 2004; Huang & Ferreil, 1996; Sasagawa et ai, 2005;
Schoeberl et al, 2002).
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Figure 1-23 Ultrasensibilité des MAP kinases
Représentation schématique du niveau de réponse de la MA? kinase en fonction de
l’intensité de stimulation (haut). La phosphorylation non-processive des MA? kinases fait
en sorte qu’elles répondent de façon ultrasensible à la manière d’un interrupteur. Les
niveaux de chaque état de phosphorylation de la boucle activatrice de la MAP kinase sont
également schématisés (bas).
Par ailleurs, la phosphorylation des IVIAPKK par les MAPKKK est processive alors
que celle des MAP kinases est distributive (non-processive). Effectivement, la MAPKKK
Raf-1 phosphoryle les deux sites activateurs de la MAPKK MEK1 en une seule réaction
(Alessi et al, 1994). Par contre, l’activation des MA? kinases ERK1 ou ERK2 requiert deux
interactions. Lors de la première, la tyrosine activatrice est phosphorylée; la
phosphorylation de la thréonine activatrice ayant lieu au moment de la seconde interaction
(Burack & Sturgill, 1997; Haystead et al, 1992). Ainsi, la forme inactive mono
phosphorylée en tyrosine s’accumule lorsque peu de MAPKK sont actives. Néanmoins,
ZxEE
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lorsque cette accumulation atteint un certain seuil, la majorité des évènements de
phosphorylation par la MAPKK ont lieu sur le deuxième site, la thréonine activatrice
(Figure 1-23, page 75). Conséquemment, la plupart des évènements de phosphorylation des
MAP kinases deviennent alors activateurs, ce qui confère aux MAPK kinases une
ultrasensibilité allant de pair avec des propriétés de réponse rapide similaires à celles d’un
interrupteur (Mackeigan et ai, 2005). Cet interrupteur est déclenché au moment de la
phosphorylation rapide de la thréonine dont la conséquence est une activation forte et
rapide de la IvL&P kinase qui peut être qualifiée de « tout ou rien» (Kolch et ai, 2005; Li &
Qian, 2003), et a été observée dans plusieurs voies MAP kinase (Angeli et ai, 2004;
Bagowski & Ferreli, 2001; Bhaiia et ai, 2002; Ferreli & Machleder, 1998; Huang & Ferreli,
1996; Mackeigan et ai, 2005).
De surcroît, ies MAPKK contribuent à ces propriétés de réponse, car, à l’état inactif,
elles inhibent par séquestration, l’activité basale des MAP kinases (Sugiura et al, 1999). La
phosphorylation de leurs résidus activateurs fait passer les MAPKK d’inhibiteurs à
activateurs des IVIAP kinases. Enfin, leur transiocation nucléaire pourrait également
expliquer les propriétés d’interrupteur des MAP kinases en permettant un cloisonnement du
signai et l’établissement d’un seuil de réponse (Harding et ai, 2005; Mackeigan et ai, 2005;
Whitehurst et ai, 2004a), et ce de manière liée à la concentration du stimulus (Ando et ai,
2004). En somme, les propriétés d’amplification et d’ultrasensibilité rendent les MAP
kinases aptes à relayer différents processus de croissance et de survie cellulaire (Burack &
Sturgiil, 1997; Chen et ai, 2001; Ferreli, 2002; Huang & Ferreil, 1996).
1.5.1.2 Redondance et compétition
Généraiement, piusieurs membres ou isoformes existent au sein d’une même sous
famille de kinases. Par exemple, en excluant les épissages alternatifs, la voie JNK compte
trois MAP kinases et la voie p38 en compte quatre. En outre, les membres d’une même
sous-famille de MAP kinases sont généraiement homologues à plus de 80% (Chen et ai,
2001), et sont activés de manière équivalente par un nombre restreint de MAPKK
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(habituellement une ou deux). Dans plusieurs modèles d’inactivation génique chez la souris
et la levure, l’absence d’une MAP kinase est fonctionneilement compensée par une autre de
la même sous-famille (Breitkreutz et ai, 2001; Elion et al, 1991; Jaeschke et al, 2006; Pages
et al, 1999; Sabio et al, 2005). De manière analogue, dans des fibroblastes embryonnaires
de souris (MEF), l’absence de la MAPKKK A-Raf ou de Raf-1 peut être compensée par les
autres membres de la sous-famille dont B-Raf (Huser et ai, 2001; Mercer et al, 2002;
Mikula et al, 2001). La conservation évoiutive de multiples isoformes à différents niveaux
au sein des cascades de MAP kinases suggère que leurs fonctions ne se chevauchent pas
entièrement, et conséquemment, que chaque isoforme possède ses spécificités. En somme,
la pertinence physiologique de la redondance à l’intérieur des voies IVIAP kinases demeure
une question ouverte.
Cependant, une étude utilisant la complémentarité des approches génétiques et
pharmacologiques pouffait nous fournir des bases pour expliquer cette redondance des
IvIAP kinases (Jaeschke et al, 2006). JNK1 et JNK2 sont toutes deux capables de
phosphoryler et d’activer le facteur de transcription c-Jun in vitro et in vivo (Davis, 2000).
Conséquemment, l’inactivation génique de JNK1, ainsi que la double inactivation de JNK1
et JNK2, causent une baisse de la phosphorylation et de l’activation de c-Jun (Kuan et al,
1999; Sabapathy et aI, 2004). Par contre, l’inactivation de JNK2 cause les effets inverses,
suggérant des rôles opposés de JNK1 et JNK2 (Sabapathy et al, 2004). Or, l’inhibition
pharmacologique de JNK2 résulte en une baisse de la phosphorylation de c-Jun (Jaeschke
et ai, 2006), ce qui est en accord avec les évidences biochimiques (Davis, 2000).
L’ensemble de ces observations peut s’expliquer simplement par des mécanismes de
compétition (Figure 1-24, page 79). JNKÏ et JNK2 entrent en compétition afin d’être
activées par les MAPKK MKK4 et MKK7. JNK1 et JNK2 sont aussi en compétition pour
la phosphorylation de c-Jun puisqu’elles utilisent une région homologue pour lier des sites
qui sont semblables tant chez leurs activateurs que leurs substrats (Ho et aI, 2003).
Toutefois, JNKÏ active c-Jun plus efficacement, de sorte que lorsqu’il y a inactivation
génique de JNK1, JNK2 compense en prenant sa place auprès de MKK4/7, mais demeure
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incapable d’activer c-Jun aussi efficacement. En absence de JNK2, JNK1 intègre tout le
signal en amont et devient la seule à le dispenser en aval. Conséquemment, c-Jun est plus
abondamment phosphorylé car l’absence d’une kinase de moindre efficacité (JNK2) est
compensée par la suractivation d’une kinase de plus haute efficacité (JNK1). En d’autres
termes, JNK2 agit comme un agoniste partiel et son ablation génique cause un gain de
fonction de JNK1 (Jaeschke et al, 2006; Ventura et al, 2006). Lorsque JNK2 est sujette à
l’inhibition pharmacologique, JNK1 demeure dans la course pour MKK4/7 et se voit
activée normalement. La baisse d’activité de c-Jun est attribuable à une inhibition de JNK2
sans qu’il y ait compensation de la part de JNK1. Dans le cas où des MAP kinases
contribueraient de manière quasi-équivalente à la réponse, l’absence de l’une serait presque
entièrement compensée par l’autre, et vice versa. Ainsi, les différences observées seraient
moins importantes que dans le cas de JNK1 et JNK2.
Un raisonnement similaire peut s’appliquer aux membres de la sous-famille Raf.
Effectivement, les isoformes de Raf n’activent pas les MAPKK MEKÏ et MEK2 de
manière équivalente (Wu et ai, 1996), ou avec la même cinétique (Hoyle et ai, 2000), mais
demeurent en partie redondantes et interchangeabes (Huser et al, 2001; Mikula et ai, 2001).
Ces données suggèrent que la compétition existe également au niveau de l’activation des
MAPKK par les MAPKKK.
En somme, la compétition d’isoformes de MAP kinases pour les mêmes activateurs
et substrats permet de conserver le niveau d’activité dans une fenêtre déterminée, en plus de
permettre par un processus dynamique que cette activité soit facilement et rapidement
modulée. L’activité IvIAP kinase est donc ni trop élevée, ni trop basse, et ce, pour
l’ensemble des substrats. Ce principe de compétition s’applique fort bien à l’ensemble des
MAP kinases puisqu’elles partagent toutes des mécanismes d’interaction similaires avec
leurs substrats et avec leurs régulateurs (Chang et ai, 2002; Lee et ai, 2004; Remenyi et ai,
2005; Shanocks et ai, 2000).
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Figure 1-24 Compétition entre deux isoformes de MAP kinases
Deux MAP kinases possèdent les mêmes IVIAPKK activatrices et phosphorylent un même
substrat sur les mêmes sites. Si les deux MAP kinases ne phosphorylent pas le substrat de
manière égale, l’absence de la MAP kinase contribuant majoritairement (JNK1) à la
phosphorylation du substrat ne sera pas entièrement compensée par l’autre (JNK2). Lors de
l’inhibition pharmacologique, les deux MAP kinases sont toujours en compétition pour
leurs activateurs, alors qu’une seule des deux peut alors phosphoryler le substrat.
Adapté de (Jaeschke et al, 2006)
Par ailleurs, la compétition peut se faire non seulement pour des activateurs, des
phosphatases et des substrats (Bardwell et al, 2003), mais peut avoir cours dans des
contextes de localisation subcellulaire particulière (compétition pour des transporteurs ou
des protéines d’ancrage), ou d’attachement et de participation à des complexes fonctionnels
(signalosomes, protéines d’échafaudage,
...). Dans le même ordre d’idées, il a été observé
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que la protéine d’échafaudage Ste5 et la IvIAPKK Ste7 se concurrencent pour la même
région de liaison sur la MAP kinase Fus3 (Kusari et al, 2004), comme le font les MAP
kinases Fus3 et Kssl pour Ste7 (Bardwell et aI, 2001). Il reste néanmoins bien du travail à
faire pour faire toute la lumière sur la question de la redondance et de la compétition.
1.5.2 Composantes
En plus de l’architecture, il y a également une forte conservation des éléments de
cette architecture. Nous savons que les MAP kinases sont identiques à plus de 40% dans
leur domaine catalytique (Coulombe & Meloche, 2006). Une homologie comparable existe
entre les différentes IvIAPKK et MAPKKK, respectivement. L’expression d’une MAP
kinase humaine (Atienza et al, 2000; Gaicheva-Gargova et ai, 1994; Truman et al, 2006) ou
de grenouille (Lee et al, 1993) permet de compenser efficacement l’absence de son
orthologue chez S. cerevisiae. En outre, certains domaines des orthologues MEK1/2 et Ste7
sont fonctionnellement interchangeables (Grewal et al, 2006), tout comme la mutation d’un
résidu conservé dans MEK1, Pbs2 et Ste7 provoque exactement les mêmes effets
(Gopalbhai et al, 2003). Ces expériences ont permis de mettre en évidence la conservation
de la voie, de ses composantes et de ses mécanismes de régulation puisque, ces IvIAP
kinases métazoaires peuvent être phosphorylées et activées par les MAPKK d’un eucaryote
inférieur, et générer la réponse appropriée, pouvant aller jusqu’à modifier ou corriger un
phénotype.
1.5.2.1 MAPKKK
Les MAPKKK sont des sérine/thréonine kinases formant une vaste famille de 21
membres, dont quinze (incluant les Raf et les MLK) appartiennent au groupe Tyrosine
kinase-like (TKL). Les autres se retrouvent dans le groupe STE, ce qui les apparente aux
kinases Sterile 7, 11 et 20 de levure (Manning et al, 2002). Leur activation se fait
généralement par la liaison à la membrane avec une petite GTPase activée de la famille Ras
ou Rho, ou par phosphorylation de résidus clés par une MAPKKKK (Widmann et al,
81
1999). L’activation des MAPKKK peut aussi se faire par oligomérisation, par relocalisation
à la membrane ou par diverses combinaisons de ces évènements (Rapp et ai, 2006). Les
MAPKKK possèdent souvent d’importants domaines régulateurs leur permettant de former
des oligomères ou d’interagir avec des protéines en amont. D’autres domaines peuvent
également jouer des rôles d’auto-inhibition ou d’ubiquitylation (Qi & Elion, 2005).
L’hétérogénéité ainsi que les divers modes de régulation des MAPKKK leur
permettent d’intégrer des signaux de différente nature et d’aiguiller ceux-ci vers une ou
plusieurs voies IvIAP kinases, comme ceux de la voie WntJ3-caténine redirigés la voie JNK
(Boutros et ai, 1998; Kim et ai, 2003; Zhang et aI, 1999). Ou encore, les MAPKKK peuvent
rediriger ces signaux vers d’autres voies de signalisation, comme par exemple la voie
NFKB (Section 1.5.1, page 73).
1.5.2.2 MAPKK
En soi, les MAPKK forment une classe de kinases très particulière à cause de leur
double spécificité (Pearson et ai, 2001b; Widmann et al, 1999). C’est cette capacité à
phosphoryler leurs substrats à la fois en tyrosine et en sérine/thréonine qui les rend si
uniques, puisqu’ habituellement, les kinases phosphorylent exclusivement en tyrosine ou en
sérine/thréonine. Ne comptant que 7 membres (4 chez S. cerevisiae), ces protéines du
groupe STE sont respectivement plus homologues que les MAPKKK (Caffrey et ai, 1999).
De plus, le nombre de substrats d’une MAPKK est beaucoup plus restreint: alors que les
MAPKKK peuvent phosphoryler des MAPKK relevant de différentes voies, ces dernières
se limitent aux MAP kinases d’une même voie qui sont généralement identiques à près de
80% (Chen et aI, 2001).
La phosphorylation spécifique par les MAPKKK de deux résidus sérine/thréonine,
situés dans la boucle d’activation des MAPKK augmente dramatiquement l’activité
catalytique de ces dernières (Alessi et aI, 1994; Zheng & Guan, 1994). Toutefois,
contrairement aux MAP kinases dont la phosphorylation des deux résidus activateurs est
essentielle à leur activité phosphotransférase (Rossomando et ai, 1989), la phosphorylation
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d’un seul de ces résidus confère aux MAPKK une activité kinase, et cette activité augmente
dramatiquement lorsque le second résidu est lui aussi phosphorylé (Alessi et al, 1994;
Mansour et aI, 1996; Zheng & Guan, 1994).
1.5.2.2.] Sélectivité des MAPKK
Sur les MAP kinases, la thréonine et la tyrosine phosphorylées par les MAPKK sont
séparées par un seul acide aminé, et constituent le motif TXY qui les caractérise. C’est la
nature de l’acide aminé variable (X) au milieu du motif qui sert de base pour définir les
familles de MAP kinases, du moins chez les mammifères (Tableau 1-XI). Par exemple, la
sous-famille ERK1/2 possède un motif TEY (Payne et ai, 1991), alors que le TGY
caractérise la sous-famille p38 (Han et aI, 1994; Lee et al, 1994).
Tableau 1-XI Motif d’activation des principales MAP kinases
M[AP kinases de S. cerevisiae et de mammifères avec le motif TXY phosphorylé par leurs
MAPKK respectives.
S. Cerevisiae Mammifères
MAP kinase TXY MAPKK MAP kinases TXY MAPKK
Fus3 TEY Ste7 ERKÏ/2 TEY MEKI/2
Hogi TGY Pbs2 p38a/3!y/è TGY MKK3/6
Ksst TEY Ste7 JNK1I2I3 TPY MKK4/7
Mpkl TEY MIdcl/2 ERK5 TEY MEK5
Smkl TNY ? ERK3/4 SEG ?
ERK7 TEY ?
NLK IQE ?
Ainsi, bien qu’elle soit nécessaire, la composition du motif TXY n’est pas le seul
déterminant de la reconnaissance par les MAPKK (Brunet & Pouyssegur, 1996).
Effectivement, MKK3 et MKK6 ne phosphorylent que les membres de la sous-famille p38
dont le motif dans la boucle d’activation est TGY, tout comme MKK4 et MKK 7 se
limitent (sauf exceptions) à ceux de la famille JNK arborant le motif TPY (Pearson et al,
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2001b; Qi & Elion, 2005; Raman & Cobb, 2003). Pourtant, ERK1, ERK2, ERK5 et ERK7
possèdent toutes le motif TEY dans leur boucle d’activation (Tableau 1-XI), mais seule
ERK5 est phosphorylée par MEK5 (Abe et al, 1999; English et ai, 1995; Zhou et al, 1995).
Il y a donc plus d’un mode de reconnaissance des MAPKK pour leurs substrats. Outre le
motif dans la structure primaire et l’environnement tridimensionnel, la spécificité de
phosphoryiation des IVIAP kinases par leurs MAPKK respectives est régulée par des
interactions protéine-protéine spécifiques (voir section 1.5.3.2, page 100) qui peuvent en
plus inclure la présence de protéines d’échafaudage (Qi & Elion, 2005; Tanoue & Nishida,
2003).
1.5.2.2.2 Localisation subcelÏulaire des MAFKK
MEK1 et MEK2 possèdent un NES riche en leucine qui assure leur localisation
cytoplasmique (Fukuda et al, 1996; Lenormand et aI, 1993; Moriguchi et al, 1995; Zheng &
Guan, 1994). Les résidus leucine qui le composent sont conservés chez les autres MAPKK
de mammifères et de S. cerevisiae, mais dans une région plus éloignée de leur extrémité N-
terminale. C’est notamment le cas de MKK6 (Hashimoto et ai, 2000). MKK3 et MKK6
(Ben-Levy et al, 199$; English et al, 1995), tout comme les IVIAPKK de levure Pbs2
(Ferrigno et al, 199$) et Peki (Madrid et al, 2006) ont été observées dans le cytoplasme. En
revanche, MEK5 réside au noyau, indépendamment de son état d’activation (Raviv et al,
2004). Néanmoins, la plupart des MAPKK transitent par le noyau, d’autant plus
lorsqu’elles sont activées (Furuno et ai, 2001; Jaaro et ai, 1997; Kim & Kahn, 1997;
Tolwinski et al. 1999; Yao et al, 2001).
1.5.2.3 MAP kinases
L’obtention des structures cristallines des MAP kinases p3$a (Chang et al, 2002;
Wang et ai, 1997; Wilson et al, 1996), JNK1 (Heo et ai, 2004), JNK3 (Xie et ai, 1998),
Fus3 (Remenyi et al, 2005) et ERK2 (Zhang et al, 1994), dont plusieurs à l’état actif
(Bellon et al, 1999; Bhattacharyya et al, 2006; Canagarajah et al, 1997), est venue
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compléter les informations données par les structures primaires (Boulton et al, 1991) et de
nombreuses études biochimiques. Ainsi, les MAP kinases ressemblent structurellement aux
autres phosphotransférases (Figure 1-25). Toutefois, leur activité catalytique n’est pas
dépendante d’une sous-unité régulatrice, mais plutôt de la phosphorylation des deux résidus
du motif TXY situé dans la boucle d’activation. Cette dernière obstrue l’accès des substrats
au site actif lorsqu’elle n’est pas phosphorylée, mais la diphosphorylation des résidus
activateurs engendre un changement de conformation qui expose le site actif, et qui est
accompagné par une rotation des lobes N- et C-terminaux afin de former le site catalytique
(Canagarajah et al, 1997; Hoofnagle et al, 2001; Hoofnagle et al, 2004; Remenyi et al,
2005; Zhang et al, 1994).
A) Structure cristalline de la forme active de la MAP kinase ERK2 (Canagarajah et al,
1997) avec les principales régions catalytiques et distinctives mises en lumière.
B) Rapprochement des lobes N-terminal (rose) et C-terminal de ERK2 (bleu) lors de
l’activation afin d’optimiser le positionnement des résidus de la catalyse.
Figure 1-25 Structure et activation de ERK2
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Une autre région affectée par cette phosphorylation activatrice est l’insertion des
MAP kinase (MAF kinase insert; MKI). Ce dernier est formé par deux hélices a entre les
sous-domaines catalytiques X et XI. Bien que plusieurs évidences démontrent son
importance pour des interactions protéine-protéine particulières (Chou et al, 2003; Lee et
ai, 2004; Robinson et ai, 2002; Whitehurst et ai, 2004b), le rôle du MM demeure mal
défini. Cette insertion est aussi présente chez les CDK (Hanks & Hunter, 1995; Widmann et
aI, 1999), avec qui les MAP kinases partagent également des propriétés de transit nucléo
cytoplasmique ainsi qu’une préférence pour phosphoryier les résidus sérine ou thréonine
suivis d’une proline (Yang & Kornbluth, 1999).
1.5.2.3.] Substrats des MAP kinases
Parmi les trois composantes des voies MAP kinases, ce sont les MAP kinases elles-
mêmes qui ont les plus grand nombre de substrats. Tandis que ies MAPKKK phosphorylent
les MAPKK d’une ou de quelques voies et que les MAPKK, très sélectives, phosphorylent
exclusivement les IVIAP kinases, ses dernières ont de multiples substrats dont la nature, la
fonction ainsi que la localisation subcellulaire varient grandement. Pour ERK1/2, plus de
160 cibles de phosphorylation sont répertoriées (Yoon & Seger, 2006). Celles-ci incluent
des kinases en amont comme Raf (Anderson et al, 1991; Brummer et al, 2003; Dougherty
et ai, 2005), MEK1/2 (Matsuda et ai, 1993) et EGFR (Northwood et ai, 1991), des kinases
en aval comme les MK (Gaestei, 2006; Mukhopadhyay et ai, 1992; Roux & Blenis, 2004),
la phospholipase A2 cytosolique (cPLA2); (Nemenoff et aI, 1993), des protéines du
cytosquelette (Huang et ai, 2004a; Wong & Cheng, 2005), ainsi que plusieurs régulateurs
du cycle cellulaire (Meloche & Pouyssegur, 2007; Wiikinson & Millar, 2000). Cependant,
comme pour la plupart des MAP kinases, les substrats de ERKÏ/2 sont majoritairement des
facteurs de transcription (Holmberg et ai, 20025; Whitmarsh, ; Yoon & Seger, 2006;
Zarubin & Han, 2005). Cette phosphorylation induit des changements conformationnels, et
module l’activité des facteurs de transcription en affectant leur liaison à l’ADN, leurs
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interactions avec d’autres protéines régulatrices, leur synthèse et dégradation, ainsi que leur
localisation subcellulaire (Yang et al, 2003a).
Facteurs de transcription
Kinases et phosphatases
Protéines de signalisation
Cytosquelette
E Apoptose
Modification de lADN
Traduction
Protéines vitales
Autres
Figure 1-26 Substrats des MAP kinases ERK1 et ERK2
Répartition des substrats de ERK1 et ERK2 répertoriés. Pour plus de détails, voir aussi
Tableau 1-VI, page 47.
Adapté de (Yoon & Seger, 2006)
Le consensus optimal de phosphorylation par une MAP kinase est donné par la
séquence PXSITP, où le site de phosphorylation est donné par une sérine ou une thréonine
(S/T) précédée d’une proline en position P-2, puis de n’importe quel acide aminé (X), et
suivi d’une autre proline en position P+1 (Songyang et al, 1996). Les résidus proline
permettent au substrat d’aller se loger au site actif entre les deux lobes catalytiques (Lee et
al, 2004). Bien que cette séquence soit préférentiellement ciblée par les MAP kinases, la
proline en position P-2 n’est pas conservée chez tous les substrats, alors que celle qui est en
position P+1 est essentielle, sans toutefois être suffisante (Clark-Lewis et ai, 1991;
Mahalingam & Cooper, 2001). Ceci explique que plusieurs MAP kinases se chevauchent
dans leurs substrats respectifs (Fukunaga & Hunter, 1997; Roux & Blenis, 2004;
Waskiewicz et al, 1997). Néanmoins, les MAP kinases de la sous-famille ERK1/2 exercent
une phosphorylation préférentielle sur les résidus baignant dans un environnement basique
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alors que ceux de la famille JNK favorisent un contexte d’acides aminés acides
(Mukhopadhyay et al, 1992). Somme toute, une sélectivité pour des cibles particulières
peut être atteinte de différentes manières, notamment par des interactions stables et
spécifiques (Somsen et al, 2002).
1.5.2.3.2 Localisation subceÏÏuÏaire des MAF kinases
Afin de pouvoir générer une réponse efficace et coordonnée, les MAP kinases
doivent avoir accès à leurs cibles aux moments opportuns et pour une durée appropriée.
Toutefois, chaque MAP kinase possède une grande variété de substrats dont la localisation
dans la cellule est toute aussi diversifiée. Ceux-ci se retrouvent inclusivement dans le
cytoplasme, le noyau, associés au cytosquelette, à des organelles ou à la membrane
plasmique; ce qui sous-entend que les MAP kinases doivent naviguer d’un lieu à un autre
de la cellule. Or, à l’exception de ERK5 (et possiblement ERK7) qui possède un NLS,
aucune IVIAP kinase n’a dans sa séquence primaire un signal de ciblage sub-cellulaire de
type NLS, NES ou autre. En outre, la taille relativement petite des MAP kinases leur
permet de diffuser passivement de part et d’autre du pore nucléaire.
Localisation de ERK1/2 (a, b) et de leur forme active (c, d) en absence (NS; a, c) ou en
présence (FCS 3 hrs; b, d) de sérum.
Tiré de (Volmat et al, 2001)
Figure l-27 Localisation subcellnlaire de ERK1/2
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Pourtant, on rapporte un changement de localisation cellulaire chez la plupart des
MAP kinases en réponse à divers stimuli ou agents pharmacologiques. Par exemple,
ERKÏ/2 passent rapidement du cytoplasme au noyau en réponse à des agents mitogéniques
(Chen et ai, 1992; Costa et al, 2006; Gonzalez et ai, 1993; Horgan & Stork, 2003;
Lenormand et aI, 1993; Murphy et ai, 2002; Voimat et ai, 2001). C’est cette localisation
nucléaire qui leur permet d’induire l’expression d’une multitude de gènes, l’entrée dans le
cycle cellulaire ainsi que la synthèse d’ADN (Adachi et ai, 2002; Brunet et ai, 1999b;
Formstecher et ai, 2001; Gervais et ai, 2006; Hulleman et ai, 1999; Marenda et ai, 2006;
Whitehurst et ai, 2004a). L’activation de plusieurs autres MAP kinases conduit également à
leur relocalisation au noyau. C’est notamment le cas de Fus3 (Choi et ai, 1999; van Drogen
et aI, 2001), Kssl (Ma et ai, 1995) et Mpkl (van Drogen & Peter, 2002) de levure, tout
comme de JNK1 de mammifère (Apiin et ai, 2002; Cavigeili et aI, 1995; Cheng &
Feldman, 199$; Gonzaiez et ai, 1993). p38 (Apiin et ai, 2002; Cheng & Feldman, 199$)
ainsi que ses orthoiogues Hogi de S. cerevisiae (Ferrigno et aI, 1998; Mattison & Ota,
2000; Reiser et aI, 1999) et Spcl de S. pombe (Gaits et ai, 199$; Nguyen et ai, 2002)
s’accumulent également au noyau suite à leur activation, et ce, en dépit du fait que leur
export nucléaire s’en voit aussi accru (Ben-Levy et ai, 199$; Reiser et ai, 1999). En outre,
d’autres MAP kinases comme ERK3 (Cheng et ai, 1996; Julien et ai, 2003), ERK5
(Buschbeck & Uiirich, 2005; Esparis-Ogando et ai, 2002; Kondoh et ai, 2006; Raviv et ai,
2004; Yan et ai, 2001), ERK7 (Abc et ai, 1999) et NLK (Kanei-Ishii et ai, 2004) sont
actives dans le noyau. De surcroît, même en i’absence de stimulus, ERK1/2 (Ando et ai,
2004; Costa et aI, 2006; Furuno et ai, 2001; Horgan & Stork, 2003; Volmat & Pouyssegur,
2001) ainsi que plusieurs autres MAP kinases (Aberg et ai, 2006; Gaits & Russeli, 1999;
Julien et ai, 2003; Kondoh et ai, 2006; van Drogen et ai, 2001) font partie d’un processus
dynamique de transit nuiéo-cytoplasmique.
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1.5.2.3.2.1 Entrée au noyau
Bien que davantage décrites chez ERK1/2, une localisation cytoplasmique et une
accumulation nucléaire suite à leur activation semblent, somme toute, applicables à une
majorité de MAP kinases. Cette transiocation se produit de manière indépendante du
cytosquelette d’actine (Liu et ai, 2004). De plus, l’entrée au noyau des MAP kinases ne
requiert pas d’activité catalytique, mais nécessite la phosphorylation sur leur deux résidus
activateurs (Costa et ai, 2006; Gaits et aI, 1998; Horgan & Stork, 2003; Khokhlatchev et al,
199$; Lenormand et al, 199$; Ma et ai, 1995). L’entrée au noyau de ERK1/2 se fait d’abord
de manière forte et rapide, puis de manière moins importante dans son intensité, mais
d’ubne durée plus soutenue (Burack & Shaw, 2005; Horgan & Stork, 2003), à l’image de
leur cinétique d’activation (Figure 1-34, page 125). De plus, l’accumulation nucléaire ne
nécessite qu’une activation transitoire (Horgan & Stork, 2003), et se fait elle aussi à la
manière d’un interrupteur, requérrant un seuil d’activation (Faustino et aI, 2006; Whitehurst
et al, 2004a). Par contre, l’activité de la MAPKK se doit d’être soutenue pour permettre
l’accumulation nucléaire de la IVIAP kinase (Costa et al, 2006). En outre, l’entrée au noyau
s’accompagne d’une dissociation entre la MAP kinase et la MAPKK (Adachi et al, 1999;
Adachi et ai, 2000; Burack & Shaw, 2005; Fukuda et ai, 1997c; Horgan & Stork. 2003;
Wolf et ai, 2001). Cette dissociation est suffisante pour l’accumulation nucléaire de
ERK1I2, mais le lieu où celle-ci se produit demeure méconnu.
La taille de la majorité des MAP kinases dont ERK1/2, est suffisamment petite pour
leur permettre de franchir le NPC par diffusion facilitée sans transporteurs ni apport
énergétique (Burack & Shaw, 2005; Shibayama et al, 2002; Whitehurst et al, 2002). En
effet, l’activation de ces dernières augmente leur affinité pour les motifs FG des Nup de la
surface cytoplasmique ou nucléaire du NPC (Lee et aI, 2004; Matsubayashi et al, 2001;
Whitehurst et aI, 2002). ERK2 doit interagir avec le NPC afin de pouvoir le franchir
(Shibayama et aI, 2002). De manière concomitante, la vitesse d’import et d’export nucléaire
de ERK1 (Ando et al, 2004) et ERK2 (Costa et al, 2006) augmente avec leur activation.
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Par ailleurs, de multiples évidences suggèrent l’existence d’un second mécanisme
d’entrée au noyau. La MAP kinase ERK de drosophile (dERK), dans sa forme activée, lie
DrosophiÏa importin 7 (DIM-7), et Ketel (Baker et ai, 2002; Lorenzen et ai, 2001; Vrailas
et ai, 2006), des orthoiogues respectives des importines a et 13, possédant chacune un
domaine de liaison à Ran, ce qui suggère une implication dans le transport actif. De plus,
l’accumulation nucléaire de dERK requiert DIM-7 et/ou Ketel (Lorenzen et ai, 2001). De
même, un excès d’importine 13 bloque l’import de ERK1/2 (Matsubayashi et aI, 2001). En
outre, l’entrée au noyau de chimères de ERK2 avec une masse moléculaire trop importante
pour diffuser librement dans le NPC, est possible, mais requiert un apport énergétique
(Adachi et ai, 1999; Matsubayashi et ai, 2001).
Il a été proposé que ce soit la forme monomérique de ERK1/2 qui traverse le NPC
sans apport énergétique, alors que le transport actif permet la translocation d’un complexe
de ERK1/2 sous forme de dimère ou associées à d’autres protéines (Adachi et ai, 1999). De
plus, une proportion plus considérable de dimère franchit le NPC lors des premiers
évènements d’entrée au noyau, l’entrée de la forme monomérique devenant par la suite plus
importante (Horgan & Stork, 2003). Sous forme active, ERK1 (Philipova & Whitaker,
2005) et ERK2 (Khokhlatchev et ai, 199$) peuvent former des homo- et des hétérodimères.
Le dimère formé est alors trop volumineux pour diffuser dans le NPC et nécessite un apport
énergétique afin de le franchir. Or, la dimérisation de ERK1/2 n’est pas impliquée dans le
passage du NPC (Burack & Shaw, 2005; Wolf et ai, 2001). En outre, ce mécanisme n’est
pas universel puisque JNK2 peut former des dimères indépendamment de son état
d’activation (Wilsbacher et ai, 2006), alors que p38’, même dans sa forme active, n’en
forme pas du tout (Bellon et aI, 1999). Par contre, la Green fluorescent protein (GFP)
s’assemble en dimères (Yang et ai, 1996). Cette protéine est souvent greffée à des MAP
kinases lors d’études de localisation subcellulaire (Horgan & Stork, 2003; Matsubayashi et
ai, 2001; Rubinfeld et al, 1999; Shibayama et ai, 2002; van Drogen et al. 2001; Whitehurst
et al, 2002; Woif et ai, 2001) et pourrait induire artificiellement leur dimérisation.
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1.5.2.3.2.2 Sortie du noyau
La sortie du noyau et le retour vers le cytoplasme sont généralement attribués à
l’association de la MAP kinase à une MAPKK possédant un NES (Ajenjo et al, 2004;
Burack & Shaw, 2005; Fukuda et ai, 1997b; Fukuda et ai, 1997c; Rubinfeld et al, 1999).
Ainsi, les IVIAP kinases peuvent servir de cargo dans un mécanisme de transport actif
(Adachi et al, 2000) tout comme elles peuvent ressortir du noyau par un autre mécanisme
n’impliquant pas d’apport énergétique (Burack & Shaw, 2005; Ranganathan et aI, 2006).
De plus, la déphosphorylation des résidus activateurs des MAP kinases n’est pas requise
pour leur export nucléaire (Horgan & Stork, 2003; Mattison & Ota, 2000). Enfin, les
mécanismes d’entrée et de sortie du noyau semblent de plus en plus s’inscrire dans un
processus dynamique et cyclique, et dont les mécanismes de régulation demeurent en
grande partie méconnus.
1.5.2.3.2.3 Cycle nucléo-cytoplasmique
À l’état inactif, ERK1/2 entrent au noyau par diffusion facilitée et peuvent en
ressortir de la même manière, mais c’est l’export actif qui assure principalement leur
accumulation cytoplasmique. Alors que le transit nucléo-cytoplasmique de l’importine 1
demeure constant même après une stimulation, l’activation de ERK1/2 se traduit par une
hausse de leur vitesse d’entrée et de sortie du noyau (Ando et ai, 2004); (Figure 1-28). En
outre, l’affinité de ERK1/2 pour les Nup (Lee et ai, 2004) comme pour les importines
(Lorenzen et al, 2001) va de pair avec leur activation. Conséquemment, une meilleure
liaison à des transporteurs ainsi qu’aux motifs FG des Nup permet d’expliquer
l’augmentation de la vitesse de transit de ERKYI2. Des variations dans les cinétiques
d’import et d’export nucléaire peuvent quant à elles, expliquer en partie l’accumulation
nucléaire de ERK1 (Ando et ai, 2004) et ERK2 (Costa et ai, 2006) puisque le passage à
travers le NPC ne représente pas l’étape limitante de ce processus (Burack & Shaw, 2005).
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Figure l-28 Vitesses d’import et d’export nucléaire
Cinétique de la vitesse d’entrée (rouge) et de sortie (bleu) du noyau de ERK1 (A, B) et
l’importine (3(C) en réponse à 10 nglmt (A) ou 100 ng/mi (B, C) d’EGF.
Tiré de (Ando et ai, 2004)
En revanche, l’accumulation nucléaire de ERK1/2 est tributaire de l’équilibre de
liaison entre ces MAP kinases et leurs ancres cytoplasmiques et nucléaires (Burack &
Shaw, 2005; Callaway et ai, 2005). De plus, l’accumulation nucléaire requiert la néo
synthèse de protéines (Lenormand et ai, 199$) et est associée à i’inactivation de ERK1/2
(Voimat et ai, 2001);(Figure 1-27, page $7). Des MAP kinases phosphatases nucléaires
(Tableau 1-XII, page 99) induites par ERK1/2 semblent toutes désignées pour jouer ce
double rôle d’inactivation et d’ancrage (Costa et al, 2006; Lenormand et ai, 199$; Mattison
& Ota, 2000; Pouyssegur & Lenormand, 2003; Pouyssegur et ai, 2002; Tresini et ai, 2007;
Volmat et at, 2001). Puisque le transport dans le NPC est bidirectionnel et semble dépendre
de leur affinité pour les Nup, la désactivation nucléaire de ERK1/2 est suffisante pour
favoriser leur accumulation au noyau.
En bref, l’activation de ERK1/2 favorise leur liaison aux Nup et à des transporteurs,
ce qui leur permet de franchir le NPC jusqu’au noyau où elles sont désactivées de sorte
qu’elles ne peuvent plus franchir le NPC aussi facilement vers le cytoplasme. En effet,
suite à leur inactivation, l’affinité de ERK pour les karyophérines DIM-7 et Ketel s’en voit
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décrue tout comme celle de ERK1/2 pour les Nup, ce qui favorise leur exclusion du NPC.
De surcroît, ERK2, JNK2 et p38a peuvent toutes trois affecter positivement comme
négativement l’activité de Ran GAP et son effet sur l’import nucléaire de protéines
(Faustino et al, 2006). Ceci pourrait en outre influencer la vitesse de leur propre transit
nucléo-cytoplasmique. Enfin, la présence des IvIAP kinases au sein de complexes avec des
protéines nucléaires (Section 1.5.3.3, page 11$) pourrait également contribuer à leur
rétention nucléaire.
1.5.3 Mécanismes de régulation des voies MAP kinase
De manière complémentaire à la structure et aux composantes des voies MAP
kinases, plusieurs modes de régulation sont conservés entres les voies, et d’une espèce à
l’autre. Une multitude de modes de régulation permet d’intégrer des signaux diversifiées et
de générer une réponse spécifique malgré le recours à des kinases pourtant si analogues. En
effet, l’activation d’une seule parmi la quinzaine de MAP kinases que comptent les
mammifères peut engendrer plusieurs réponses différentes, certaines étant parfois même
opposées (Breitkreutz & Tyers, 2002; Ebisuya et al, 2005; Schaeffer & Weber, 1999; Tan
& Kim, 1999).
Les mécanismes de signalisation sont semblables à une partie d’échecs dans laquelle
un nombre limité de pièces se déplaçant de manière déterminée peut néanmoins générer
une quantité quasi-infinie de possibilités de positions et de stratégies (Kolch, 2005). Ainsi,
les voies MAP kinases sont coordonnées de manière spatio-temporelle par des
combinaisons de phosphorylationldéphosphorylation ainsi que par des interactions avec
différents partenaires, et ce, dans différents contextes subcellulaires. Donc, la régulation à
divers niveaux permet simultanément à plusieurs MAP kinases de générer une grande
variété de réponses biologiques qui n’en demeurent pas moins spécifiques et adaptées.
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Figure 1-29 Intégration de multiples signaux par une seule MAP kinase
Modèles de signalisation par les MAP kinases activées par de multiples stimuli. A) Tous les
signaux convergent vers une MAP kinase avec un seul mode de régulation spatio
temporelle, ce qui génère un seul type de réponse. B) Le recours à plusieurs régulateurs
permet à la MAP kinase d’agir de multiples manières à partir de multiples endroits.
Conséquemment, elle génère des réponses adaptées et spécifiques.
Tiré de (Ebisuya et ai, 2005)
1.5.3.1 Phosphorylation
Puisqu’elles sont constituées en modules de trois kinases, la phosphorylation est le
mode de régulation de prédilection des voies 1VIAP kinases. En effet, l’ensemble des
MAPKKK, des MAPKK et des MAP kinases sont activées par phosphorylation (bien que
cela ne semble pas la seule condition de l’activation des MAPKKK) . Le contrôle de l’état
de phosphorylation des MAP kinases contribue à la spécificité du signal en affectant sa
durée, son intensité ainsi que sa localisation (Ebisuya et al, 2005; Marshall, 1995; Murphy
& Blenis, 2006).
1.5.3.].] Sites activateurs
Cette phosphorylation au coeur de l’activation séquentielle des kinases de la voie a
lieu dans leur boucle d’activation. Conséquemment, la mutation de ces résidus activateurs
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en acides aminés chargés négativement (aspartate et glutamate) et phosphomimétiques a
pour effet d’activer constitutivement les MAPKKK (Baccarini, 2005; Chong et ai, 2003) et
MAPKK (Huang & Erikson, 1994) en les maintenant dans une conformation active. La
délétion de leur domaine régulateur et auto-inhibiteur rend également les MAPKKK
constitutivement actives (Cairns et al, 1992; Stanton & Cooper, 1987; Xu et aI, 1996).
Toutefois, la substitution des résidus thréonine et tyrosine activateurs par des
résidus aspartate etlou glutamate chez les MAP kinases n’engendre pas d’effet
phosphomimétique (Zhang et al, 1995). Au contraire, elle abolit leur activité
phosphotransférase comme le fait toute substitution pour des résidus non phosphorylabies
(Lenormand et al, 1993). Effectivement, les changements de conformation induits par la
phosphorylation de la tyrosine puis de la thréonine sont trop importants pour être reproduits
par une permutation de ces résidus avec des acides aminés chargés négativement
(Canagarajah et al. 1997). Ceci explique également que, contrairement à MEK1/2 et Raf,
les MAP kinases ERK1/2 ne possèdent aucune mutation dans leur boucle d’activation leur
conférant des propriétés oncogéniques découlant d’une activation constitutive (Widmann et
ai, 1999).
1.5.3.1.2 Autres sites régulateurs
Plusieurs autres sites de phosphorylation ont été répertoriés chez différentes
composantes des voies MAP kinases. Par exemple, chez les protéines de la sous-famille
Raf ainsi que chez leurs orthologues de nématode et de drosophile plusieurs résidus autres
que leurs sites activateurs sont phosphorylés, et ce de manière dépendante de ERK1/2 dans
une boucle de rétroaction négative (Anderson et ai, 1991; Brummer et al, 2003; Dougherty
et al, 2005); (voir aussi Section 1.5.3.4.2, page 128). Par ailleurs, la protéine Akt
phosphoryle d’autres résidus conservés, ce qui se traduit par une baisse de l’activité
catalytique de Raf (Chong et al, 2001). Inversement, la mutation de ces sites en résidus non
phosphorylables augmente l’activité catalytique de Raf. On retrouve aussi des effets
similaires chez la MAPKK MKK4 suivant sa phosphorylation par Akt (Park et aI, 2002).
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La MAPKK MEK1 possède quant à elle trois sites régulant négativement son
activité. Le premier correspond à la thréonine 292, qui est phosphorylée rétroactivement par
ERK1/2 (Matsuda et al, 1993). Lorsque phosphorylé, ce résidu inhibe alors la
phosphorylation de la sérine 298 de MEK1 par p21-actviated kinase 1 (PAK1), événement
qui favorise la liaison entre Raf-1 et IVIEK1, et l’activation subséquente de cette dernière
(Eblen et aI, 2002; Eblen et al, 2004) ; (Figure 1-36, page 129). Le second site de régulation
négative est la thréonine 286 qui est phosphorylée par le complexe CDK5/p35 ce qui en
limite les effets aux cellules post mitotiques où CDK5 et son activateur p35 sont exprimées
(Sharma et ai, 2002). Le troisième, la sérine 212, se retrouve près de la boucle d’activation,
et est conservée jusqu’ aux MAPKK Ste7 et Pbs2 de S. cerevisicte (Gopalbhai et al, 2003).
Chez les MAP kinases, un premier site de régulation négative a récemment été
identifié (Peregrin et ai, 2006). La phosphorylation de la thréonine 123, un résidu non
conservé situé dans le sillon d’amarrage (voir Section 1.5.3.2.2.2, page 106), inhibe
l’activation de p38a par MKK6 en plus de perturber plusieurs interactions protéine-
protéine et la phosphorylation de plusieurs substrats. Par contre, la tyrosine 323 de p38a et
p38f3 est un site de régulation positive qui augmente l’activité catalytique de ces isoformes
indépendamment de l’état de phosphorylation de leur boucle d’activation (Salvador et ai,
2005a; Salvador et ai, 2005b); (Section 1.4.3.2.1.2, page 65). De la phosphosérine a en
outre été détectée chez p3$’ et p38 lorsque ces MAP kinases sont phosphorylées in vitro
par MKK3 ou MKK6 (Fleming et ai, 2000). Il en va de même pour la sérine 207 en plus de
la thréonine 204 de JNK2a2 qui sont phosphorylées in vitro par CK2 ou MKK7 (mais pas
MKK4) et dont la phosphorylation in vivo a en outre été détectée (Fleming et ai, 2000).
Toutefois, les fonctions biologiques de ces sites identifiés restent méconnues.
Enfin, de la phosphosérine a été détectée chez ERK1 et ERK2 (Gopalbhai &
Meloche, 1998; Kohno & Pouyssegur, 1986; Robbins & Cobb, 1992; Vouret-Craviari et al,
1993), ce qui implique que la phosphorylation de ces protéines ne se limite pas aux résidus
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thréonine et tyrosine activateurs. Conséquemment, ii subsiste au moins un site de
phosphorylation chez ERK1 et ERK2 qui demeure inconnu.
1.5.3.1.3 Phosphatases
Puisque la régulation des voies MAP kinases se fait en grande partie par
phosphorylation, un phénomène réversible, la déphosphorylation y joue également un rôle
prépondérant.
À l’instar de la phosphorylation, la déphosphorylation peut contribuer à l’activation
des voies MAP kinases. En effet, la déphosphorylation des membres de la sous-famille Raf
par la protéine phosphatase 1 (PPY) et/ou PP2A contribue à préparer ceux-ci à une
activation subséquente (Abraham et ai, 2000; Adams et ai, 2005; Dhillon et ai, 2002;
Dougherty et al, 2005; Hatakeyama et al, 2003; Jaumot & Hancock, 2001; Ory et aI, 2003).
Par contre, la déphosphorylation contribue généralement à i’inactivation des voies MAP
kinases. Ainsi, PP5 déphosphoryle un résidu activateur de Raf-1 (von Kriegsheim et ai,
2006) qui est aussi présent chez B-Raf (Mason et ai, 1999), inhibant du coup la
signalisation vers les MAPKK et MAP kinases en aval (Shah & Catt, 2006). En outre, PPÏ,
PP2A et PP2Ca peuvent déphosphoryler et inactiver plusieurs MAPKK (Casillas et ai,
1993; Keyse, 2000; Takekawa et ai, 199$; Westermarck et ai, 2001; Westermarck et ai,
1994). Toutefois, la terminaison des signaux des voies MAP kinases semble plus
étroitement contrôlée au niveau de la déphosphorylation des MAP kinases elles-mêmes.
1.5.3.1.3.1 MAP kinase phosphatases
Les phosphatases spécifiques aux MAP kinases, les MAP kinase phosphatases
(MKP), se définissent par rapport aux résidus activateurs qu’elles utilisent comme substrat.
En effet, puisque la déphosphorylation de la thréonine et/ou de la tyrosine activatrices sont
suffisantes pour inactiver les MAP kinases (Anderson et ai, 1990), on peut classer les MKP
en trois catégories (Farooq & Zhou, 2004): 1) les MKP à simple spécificité
sérine/thréonine. comme PP2A et PP2C (Alessi et ai, 1995; Keyse, 2000; Takekawa et ai,
9$
199$; Warmka et ai, 2001; Zhou et ai, 2002); 2) les MKP à simple spécificité tyrosine,
comme StriataÏ-enriched FTP (STEP), PTP-SL (Buschbeck et ai, 2002; Mattison & Ota,
2000; Pulido et ai, 199$), PTPBR7 (Ogata et ai, 1999) et HePTP (Oh-hora et ai, 1999;
Pettiford & Herbst, 2000; Saxena et ai, 1999; Zhou et ai, 2002); 3) les MKP à double
spécificité (DS-MKP) pour les résidus activateurs des MAP kinases (Farooq & Zhou, 2004;
Keyse, 2000; Theodosiou & Ashworth, 2002).
1.5.3.1.3.1.1 MAP kinase phosphatases à double spécificité
Les treize DS-MKP recensées chez les mammifères contiennent dans leur domaine
catalytique deux sites distincts de liaison aux phosphoamino acides (Farooq & Zhou, 2004;
Kondoh & Nishida) en plus de la séquence catalytique HCXXXXXR, caractéristique de
toutes les phosphatases à l’exception des sérine/thréonine phosphatases (Denu & Dixon,
1998). Les DS-MKP peuvent êtres subdivisées en quatre catégories (Tableau 1-XII) en
fonction des composantes structurales rattachées à leur domaine phosphatase, mais
également selon leur localisation subcellulaire et leur sélectivité variable pour les
différentes MAP kinases.
La première catégorie (Type I) inclut des DS-MPK d’environ 200 acides aminés qui
n’englobent que le domaine catalytique, alors que les autres types de DS-MKP possèdent
un domaine de liaison aux MAP kinases (CD; voir aussi sectionl.5.3.2.2.2, page 106) en
N-terminai de celui-ci. Chez les DS-MKP de Type III, on retrouve en plus un domaine
N-terminal (NT) aux fonctions encore méconnues, alors que les DS-MKP de type IV
contiennent un domaine PEST (riche en résidus proline, glutamate, sérine et thréonine) à
leur extrémité C-terminale.
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Tableau 1-XII MAP kinase phosphatases à double spécificité
Nom Alias Sélectivité Localisation subcellulaire
Type I (DS-MKP)
Viffi DUSP3, TDSP1 1 ERK»JNK-p3$ Nucléaire
MKP6 DUSPÏ4, MKPL ERK-JNK»p38 Cytoplasmique
DUSP18 JNK
DSP2 DUSP22, JSP1, VHX p3$—JNK»ERK Cytoplasmique et nucléaire
MKP8 DUSP26 p38 Nucléaire
Type II (CD) -(DS-MKP)
MKP1 DUSPÏ, VH1, CL100 p38>JNK»ERK Nucléaire
PAC1 DUSP2 ERK»JNK—p38 Nucléaire
MKP2 DUSP4, VH2, TYP2 ERKJNK—p38 Nucléaire
VH3 DUSP5, B23 ERK»JNK-p38 Nucléaire
MXP3 DUSP6, PYST1, VH6 ERK—ERK5»JNK--p38 Cytoplasmique
PYST2 DUSP7, MKPX, B59 ERK>JNK Cytoplasmique
MKP4 DUSP9, PYST3 ERK—p38--JNK Cytoplasmique et nucléaire
Type III (NT)
- (CD) -(DS-MKP)
MXP5 DUSPYO JNK>p38»ERK Cytoplasmique et nucléaire
TypeIV (CD) -(DS-MKP)
- (PEST)
VH5 DUSP$, NTTP1 JNK—p38»ERK Cytoplasmique et nucléaire
MKP7 DUSPÏ6 JNK-p38»ERK Cytoplasmique et nucléaire
Adapté de (Aoyama et ai, 2001; Farooq & Zhou, 2004; Kondoh & Nishida. ; Theodosiou &
Ashworth, 2002; Todd et ai, 1999)
Plusieurs évidences tendent à mettre de l’avant les DS-MKP comme principaux
régulateurs négatifs de l’activité MAP kinase. En effet, différentes expériences
biochimiques et génétiques suggèrent que PP2A agit au niveau de Raf, davantage comme
régulateur positif que négatif de la voie ERK1/2 (Abraham et aI, 2000; Adams et ai, 2005;
Hatakeyama et ai, 2003; Ory et ai, 2003). En outre, ies MKP à simple spécificité tyrosine
sont essentiellement cytoplasmiques alors que les MAP kinases peuvent être inactivées au
noyau (Volmat & Pouyssegur, 2001). En revanche, la localisation subcellulaire des
DS-MKP, bien que spécifique pour chacune, couvre l’ensemble de la cellule. De plus,
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l’expression de certaines DS-MKP est induite par des MAP kinases (Brondeilo et ai, 1997;
Marti et ai, 2001; Zhan et ai, 1997), et leur phosphorylation par ces mêmes MAP kinases
les stabilise en inhibant ieur dégradation (Brondeiio et ai, 1999). De surcroît, plusieurs
DS-MKP sont activées par l’association d’une MAP kinase (Camps et ai, 199$; Siack et ai,
2001) qui vient perturber la liaison intramoléculaire entre le domaine de liaison aux MAP
kinases et le site catalytique, permettant alors à ce dernier d’avoir accès à ses substrats
(Farooq et ai, 2001; Farooq et ai, 2003). Enfin, les DS-MKP démontrent une sélectivité à
l’endroit de certaines MAP kinases, permettant à une voie MAP kinase d’en inactiver une
autre, par l’induction d’une DS-MKP spécifique (Pouyssegur et ai, 2002; Zhan et ai, 1997).
En somme, ces propriétés de régulation croisées entre les MAP kinases et les DS-MKP
suggèrent fortement l’existence d’une boucle de rétroaction négative (Section 1.5.3.4.2,
page 128) dans laquelle les IvIAP kinases induisent leur propre déphosphorylation par
contact direct ou via l’expression de DS-MKP capables de les inactiver etlou d’inactiver
des MAP kinases d’une autre voie (Farooq & Zhou, 2004; Mandl et ai, 2005; Pouyssegur et
ai, 2002).
1.5.3.2 Interactions stables
Maints stimuli différents génèrent des réponses biologiques bien distinctes en
faisant pourtant appel à un nombre limité de MAP kinases et un nombre encore plus
restreint de MAPKK (Ebisuya et ai, 2005; Murphy & Bienis, 2006). Le cloisonnement
spatio-temporel des MAP kinases permet à une seule de ces protéines de générer de
multiples signaux à partir de diverses localisations subcellulaires. Il existe dans ce cas une
proximité des MAP kinases avec certains effecteurs, cibles et régulateurs précis. La
spécificité alors grandement resserrée, le signal peut être en plus modifié dans son intensité
et sa durée.
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Tableau 1-XIII Types d’interactïon des MAP kinases
Sites et motifs Région(s) Utilisateurs duInteraction Nature .
. .impliques impliquee(s) site d interaction
Kinase-substrat Transitoire Conservés Catalytique Multiples
Echafaudage Stable Non-conservés Variables Unique
Amaffage Stable Conservés Non-catalytique Multiples
Dans ce dessein, diverses interactions stables régissent les voies MAP kinases
(Imajo et ai, 2006; Kolcli, 2005; Morrison & Davis, 2003; Pouyssegur et al, 2002; Tanoue
& Nishida, 2003). La stabilité de ces interactions permet dans certains cas le ciblage des
MAP kinases vers des localisations subcellulaires particulières (Tableau 1-XVII, page 120).
Les interactions stables sont de deux natures échafaudage (scaffoki) et amarrage
(docking). Dans le premier cas, une protéine d’échafaudage maintient et isole deux ou
plusieurs kinases de la cascade. Ces interactions sont exclusives (chaque site de liaison sur
la protéine d’échafaudage est occupé par un partenaire) et les protéines d’échafaudage sont
peu conservées. À l’opposé, des régions et des motifs conservés servent d’intermédiaires
dans les interactions d’amarrage (Tanoue & Nishida, 2003). De plus, les sites dinteraction
d’amarrage sont partagés de manière mutuellement exclusive par plusieurs partenaires qui
rivalisent entre eux pour lier la MAP kinase (Bardwell et ai, 2003). Ainsi, de nombreux
substrats et régulateurs lient de la même manière un site d’amarrage sur une MAP kinase.
Chaque voie MAP kinase possède ses propres acteurs et interacteurs. Cependant, les
principes sont les mêmes et les mécanismes impliqués sont généralement conservés par
plus d’une voie.
1.5.3.2.1 Protéines d’échafaudage
La découverte d’une protéine d’échafaudage s’est d’abord faite chez S. cerevisiae.
Essentielle à la voie de la conjugaison induite par les phéromones, la protéine SteS lie
simultanément la MAPKKK Stel 1, la IvIAPKK Ste7 et la MAP kinase Fus3 (Flatauer et al,
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2005; Hagen et ai, 1991; Marcus et ai, 1994; Printen & Sprague, 1994; Yablonski et ai,
1996). Ensuite, de nombreuses autres protéines aux fonctions homologues ont été
identifiées chez les métazoaires. Parmi celles-ci, les 3-Arrestines lient Raf-MEK1/2-
ERK1/2 et participent au couplage entre cette voie MAP kinase et les RCPG (Hall &
Lefkowitz, 2002). Dans le même ordre d’idées, les MP assemblent une cassette de trois
kinases de la voie JNK (Section 1.4.2.4, page 60). Aujourd’hui, des protéines
d’échafaudage sont reconnues comme des composantes structurales dans presque toutes les
voies MAP kinases (Morrison & Davis, 2003), certaines voies MAP kinase ayant même
recours à plusieurs protéines d’échafaudage simultanément (Figure 1-15, page 40).
Contrairement à celles énoncées précédemment, certaines protéines d’échafaudage
ont une activité catalytique. C’est notamment le cas de Pbs2, une MAPKK pourvue de
domaines supplémentaires lui permettant de lier la MAPKKK Steli et la MAP kinase
Hogi (Posas & Saito, 1997). De même, des MAPKKK comme MEKK1 et MEKK2 ont des
fonctions d’échafaudage (Cheng et ai, 2000; Hall & Lefkowitz, 2002). Homologue à Raf-1,
Ksr est une protéine d’échafaudage qui ne possède pas d’activité catalytique, mais qui
s’associe néanmoins à une cassette de trois kinases de la voie ERK1/2 (Boudeau et ai,
2006; Morrison & Davis, 2003).
Les protéines d’échafaudage ont d’abord un rôle organisationnel. Elles contribuent à
l’assemblage et l’isolation de complexes de signalisation fonctionnels (Imajo et ai, 2006;
Morrison & Davis, 2003; Pouyssegur et al, 2002; Schwartz & Madhani, 2004; Yoshioka,
2004). Celles-ci accueillent généralement deux à trois kinases de la cascade auxquelles
s’ajoutent parfois d’autres régulateurs et substrats (Figure 1-30). Ce rapprochement
physique entre les kinases, leurs substrats et leurs régulateurs a pour effet d’augmenter la
spécificité et l’efficience du signal (Schwartz & Madhani, 2004), tel qu’observé avec des
protéines d’échafaudage synthétiques (Harris et ai, 2001) ou chimériques (Inouye et ai,
1997; Park et ai, 2003). En outre, cette proximité induite a pour effet de rendre la cascade
d’activation entièrement processive, de sorte qu’elle sera activée de manière plus linéaire
par un signal croissant (Kolch, 2005; Kolch et ai, 2005). De surcroît, la propagation du
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signal dans la cascade d’activation est accélérée lorsqu’il y a échafaudage, et cet effet est
davantage amplifié dans une séquence de trois kinases, plutôt que dans un assemblage n’en
comptant que deux (Kolch, 2005). Cependant, l’échafaudage entre une kinase et son
substrat annihile toute amplification puisque les protagonistes sont liés au complexe de
manière équimolaire.
Figure 1-30 Protéines d’échafaudage
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A) Représentation de l’assemblage de quelques protéines d’échafaudage de levure et de
mammifère abordées dans cet ouvrage. B) Quelques complexes d’échafaudage de la voie
ERK1/2. C) Signal transmis par une voie MAP kinase en fonction de la concentration de la
protéine d’échafaudage. D) Représentation schématique du couplage et du découplage entre
une MAPKK et une MAP kinase selon la concentration de leur protéine d’échafaudage.
Adapté de (Qi & Elion, 2005; Tanoue & Nishida, 2003; Yoshioka, 2004)
C
A
6E
‘____
[I
Ptotne déchataudage]
D • t- •
tProténe d’échafaudage]
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Afin de prévenir les débordements et les interférences dans le signal, les protéines
d’échafaudage ont aussi pour fonction l’isolation de kinases souvent utilisées par plus
d’une voie (Schwartz & Madhani, 2006). Par exemple, la MAPKKK Stel 1 est assemblée
par Ste5 dans la voie Fus3, alors qu’elle est isolée par Pbs2 dans la voie Hogi. De plus,
l’échafaudage de voies MAP kinases peut se faire en des localisations subcellulaires
distinctes, ce qui constitue une autre façon de réguler le signal relayé (Harris et al, 2001;
Park et al, 2003). De par sa faculté de coupler un effecteur avec son substrat, l’expression
croissante d’une protéine d’échafaudage favorise la transmission du signal, jusqu’au point
où sa concentration surpasse celle des protéines qu’elle rassemble (Kolch, 2005). La
protéine d’échafaudage titre alors les composantes, ce qui se traduit par un découplage de la
cascade d’activation (Figure 1-30C et D).
Souvent perçues à tort comme du mortier cimentant des assemblage statiques, les
protéines d’échafaudage jouent un rôle dynamique qui dépasse le simple rapprochement
physique de kinases avec leurs substrats (Dard & Peter, 2006). Par exemple SteS et Ksr ont
des cycles dynamiques de localisation subcellulaire et sont temporairement recrutées à la
membrane lors de l’activation de leurs voies MAP kinase respectives (Muller et aI, 2001;
Wang & Elion, 2003). De plus, Ksr est sujette à plusieurs évènements de phosphorylation
réversibles qui affectent sa stabilité (Muller et al, 2001; Ory et aI, 2003; Razidlo et al,
2004). Parallèlement, Ste5 possède une structure mobile (Sette et al. 2000), et favorise
l’auto-activation de la MAP kinase Fus3 qui la phosphoryle dans une boucle de rétro-
inhibition (Bhattacharyya et al, 2006). De plus, Ste5 transite continuellement entre le noyau
et le cytoplasme (Mahanty et al, 1999; van Drogen & Peter, 2001), accentuant davantage
son rôle dynamique.
Contrairement aux kinases, il n’y a que très peu de conservation et d’homologie de
séquence entre les différentes protéines d’échafaudage (Tableau 1-XIII, page 101). De plus,
des motifs et des consensus communs n’ont pas été identifés, de sorte qu’il est permis de
croire que plusieurs protéines d’échafaudage et d’autres régulateurs spatio-temporels
restent encore à découvrir. Effectivement, de nouveaux candidats pourraient bientôt
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émerger puisque plusieurs initiatives visant le décryptage de réseaux d’interactions
engendrent des résultats prometteurs (Jones et ai, 2006; Parrish et ai, 2006; Rousseau &
Schymkowitz, 2005 ; Vidai, 2005).
1.5.3.2.2 interactions d’amarrage
Contrairement aux interactions kinase-substrat où ia iiaison est généralement de
courte durée et impiique ie site de transfert du phosphate de l’enzyme, les interactions
d’amarrage sont pius stabies et impliquent des régions distinctes du site catalytique de la
kinase et du site phospho-accepteur du substrat (Pouyssegur & Lenormand, 2003; Tanoue
& Nishida, 2002; Tanoue & Nishida, 2003). Ces interactions peuvent avoir cours entre une
MAPKKK et une MAPKK, entre une MAPKK et une MAP kinase, mais aussi entre une
MAP kinase et d’autres effecteurs. Les interactions d’amarrage et les interactions
cataiytiques sont généralement compiémentaires (Zhou et ai, 2006b).
Un même motif d’aman-age peut être lié avec une affinité variable par différentes
MAP kinases. C’est-à-dire qu’en se liant à un substrat, une IVIAP kinase peut empêcher une
autre MAP kinase (pouvant appartenir à une différente sous-famille) d’y avoir accès. De
manière concomitante, différents réguiateurs sont en compétition directe pour ie même site
de liaison sur une MAP kinase (Bardweli et ai, 2003; Qiao et ai, 2006). Ce site peut aiors
être occupé à différents moments par différents régulateurs et effecteurs, contribuant à ia
spécificité du signal transmis. En outre, la régulation de la spécificité est davantage accrue
lorsque piusieurs types d’interactions sont utiiisées par un même effecteur. De surcroît, les
régulateurs et effecteurs peuvent occuper différentes localisations subcellulaires, ajoutant
une dimension spatio-temporeiie à la régulation des voies MAP kinases par les interactions
d’amarrage (Pouyssegur & Lenormand, 2003; Pouyssegur et ai, 2002; Tanoue & Nishida,
2002; Tanoue & Nishida, 2003).
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1.5.3.2.2.1 Domaine pour un amarrage versatile
De nombreuses interactions entre une MAPKK et une MAPKKK ont été décrites
dans plusieurs voies et organismes. Parmi celles-ci, on retrouve, Raf-1 et MEK1 (Catiing et
ai, 1995; Huang et al, 1993; Van Aelst et al, 1993), MKK4 et IVIEKKÏ (Xia et ai, 199$),
MKK6 et IvIEKK4 (Mita et aI, 2002) ainsi que Pbs2 et Ssk2/Ssk22 (Tatebayashi et ai,
2003). Or, peu de similarités dans les modes de liaison avaient jusqu’alors été relevées.
Toutefois, une région d’une vingtaine d’acides aminés permettant de lier des MAPKKK a
récemment été identifiée (Takekawa et aI, 2005). Conservée chez les sept MAPKK de
mammifères, cette région adjacente à la partie C-terminale du domaine catalytique des
MAPKX a été nommée Domain for versatile docking (domaine pour un amarrage versatile;
DVD) car elle permet des liaisons spécifiques entre les MAPKK et certaines MAPKKK. À
l’instar des autres interactions d’amarrage, le DVD ne module pas l’activité
phosphotransférase des MAPKK, mais demeure essentiel à leur activation spécifique par
leurs MAPKKK respectives (Takekawa et aI, 2005). Il est présumé que la dissociation du
domaine d’auto-inhibition des MAPKKK au moment de leur activation favoriserait la
liaison du DVD à leur lobe catalytique N-terminal.
1.5.3.2.2.2 Amarrage commun
Un crible génétique chez la drosophile a permis l’identification d’une mutation de
type gain de fonction (gain offttnction) de l’orthologue de ERK1/2 (Brunner et ai, 1994).
Cette mutation n’active pas constitutivement ERK1/2 et ne favorise pas davantage leur
activation par MEK1/2, mais réduit plutôt l’action des phosphatases à leur endroit (Bott et
al, 1994). Quelques années plus tard, il fut découvert que le résidu de la mutation est un
intermédiaire clé dans une foule d’interactions entre les MAP kinases et de multiples
régulateurs en amont comme en aval, incluant notamment des MAPKK, des MKP, des
facteurs de transcription (Bardweil et aI, 2001; Tanoue et ai, 2000) et des MX (Gavin &
Nebreda, 1999; Roux & Blenis, 2004; Smith et ai, 1999), mais également des protéines
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d’échafaudage (Bardwell et ai, 2001; Bhattacharyya et ai, 2006; Ho et ai, 2003; Kurzbauer
et ai, 2004). De plus, ce type d’interaction est partagé par de nombreuses MAP kinases qui
montrent souvent des sélectivités différentes pour un même site (Bardweii et ai, 2003;
Barsyte-Lovejoy et ai, 2004; Ho et ai, 2006; Slack et al, 2001; Tanoue et al, 200 lb; Yang et
ai, 1999). Ces interactions sont mutuellement exclusives, et le fait que des MAPKK et des
MKP utilisent un même site d’amarrage suggère une séquence d’activation puis
d’inactivation, ajoutant une composante temporelle à ce mode de régulation (Pouyssegur et
ai, 2002).
Tableau 1-XIV Amarrage commun
Quelques partenaires d’interaction des MAP kinases possédant un motif d’amarrage
commun. Les résidus basiques lysine et arginine sont dénotés en bleu, et les acides aminés
hydrophobes leucine, isoleucine, valine et alanine, en orange. Des essais de liaison, sinon
des essais fonctionnels, servent de bases pour déterminer la spécificité. Abréviations non
listées utilisées FT, Facteurs de transcription; Pd, Phosphodiestérases; Échaf Protéines
d’échafaudage.
Adapté de (Ho et ai, 2006; Liu et ai, 2006; MacKenzie et ai, 2000; Roux & Bienis, 2004;
Tanoue & Nishida, 2003; Vinciguerra et ai, 2004)
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Protéine amarrée
MEK 1
MEK 1
MEK 1
MEK2
MEK2
MEK2
MEK5
MAPKK ?vWK5
MKK3
MKK6
MKK4
MKK7
MKK7
MKK7
RSK1
RSK2
RSK3
RSK4
MNK2A
MK MNK1
MSK 1
MSK2
MK2B
MK3
MK5
EC-PTP
FTP HePTP
STEP
MKP1
MKP2
PAC 1
MKP3
MKP4
DS-MKP PYST2
VH3
MKP5
MKP7
VH5
MEF2A
SAP-1
FT Elk-1
c-Jun
JunD
Pd PDE4
JP1
Echaf Ste5
Motif d’amarrage commun
MPKKKPTPIQLNPAP
NLEALQKKLEELELDE
ELDEQQRKRLEAFL
MLARRKPVLPALTI NPT lA
NLVDLQKKLEELELDE
ELDEQQRKRLEAFL
MLWLAL
LPSNSLKKSSAELKJCLA
ASMPQSIŒKIŒLRISC
MSQSKGKKRNPGLKI
VS SMQGKRKALKLNF
QENREARRR:DLNLDI
LDISPQRPRPTLQLPL
PTPPARPRHMLGLPS
SSILAQRRVRKLPSTTL
RSTLAQRRG1 1<1(1 TSTAL
S SNLAQRRGMEŒLTS TRL
AS SLAQRRSMKKRTS TGL
QSKLAQRRQRASLSSAPV
KSRLARRRALAQAGREGE
KAPLAKRRRKMKKTSTST
NAPLAKRRKQKLRSATAS
NPLLLKRRKKARALE?J-AL
NNRZLNKRRKKQAGS SSAS
NNP I LRKRKLLGTKPKDSV
GLQERRGSW:SLTLDM
RLQERRGSNVALMLDV
GLQERRGSNVS LTLDM
FSTIVRRRAKGAKGAG
CNTIVRRRAKGSVSLE
WNALLRRRARARGPP
PGIMLRRLQKGNLPVR
PALLLRRLRRGSLSVR
PGLMLRRLRKGNLPIR
NSVVLRRARGGAVSA
ADKI SRRRLQQGKITV
S KZMKRRLQQDKVL I
S KL VKRRLQQGKVT I
RKPDLRVVI PPS
RSKKPKGLGLAPTLVI T
KGRKPRDLELPLSPSLL
ICI LKQSMTLNLADPVGSLKP
MLKKDALTLS LAEQGAAGL
VETKKVTSSGVLLL
RPKRPTflNLF
Consensus simple
+++ Cx) 3LxL
++ Cx) 3LxL
+++ Cx) 0LxLxL
+++ Cx) 2,4LxL
++ Cx) LxL
+÷+ Cx) 0LxLxL
Cx) 1LxLxL
++ Cx) 02LxL
÷+++ (x) 1LxL
+++ Cx) -,LxL
+++ Cx) -LxL
+++ Cx) 02LxLxL
+x+ Cx) 2LxLxL
+x+ Cx) 2LxL
++ Cx) 0,3L
++ Cx) 0,4LxxxL
++ Cx) 02L
+++ Cx) 4L
++ Cx) 27LxL
+++ Cx) 0LxLxL
+++++ Cx) 0,2
±+++ Cx) 5LxL
±±+++ Cx) 3LxLxL
+++±+ Cx) 16L
++++ Cx) 01L
+÷ Cx) 3LxLxL
++ Cx) 35LxLxL
++ Cx) 3LxLxL
+++ Cx) 0,3,6L
÷÷÷ Cx) 4LxL
++÷ Cx) 0LxL
++ Cx) 0LxL
++ Cx) 3,5LxL
++ Cx) 2,0LxL
±+ Cx) 5LxL
+++ Cx) 0LxL
++± Cx) 5LxL
+++ Cx) 5LxL
++ Cx) 2LxLxL
±+ Cx) 3,6LxL
++ Cx) 3LxLxL
+xx+ Cx) 4LxL
++ Cx) 2LxLxL
Sélectivité
ERK
ERK
ERK
ERK
ERK
ERK
ERK5
ERK5
p38
p38
JNK
JNK
JNK
JNK
ERK
ERK
ERK
ERK
ERK
ERKp38
ERK-p38
ERK-’p38
P38
P38
P38, ERK3I4Ç?)
ERK, p38
ERK, p38
ERK, p38
p38—JNK>ERK
p3 8-JNK>ERK
p38-JNK>ERK
ERK
ERK
ERK
ERK
p38—JNK
p38—JNK
p38—JNK
p38
ERK-p38
ERK-p38
JNK>ERK
ERK—JNK
++Cx)0,6LxL ERK
+÷Cx)3LxL JNK
LxLxLx+x+ ERK (Fus3)LI LAAPKERN
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De nombreuses études biochimiques (résumées dans (Pouyssegur & Lenormand,
2003; Pouyssegur et ai, 2002; Sharrocks et ai, 2000; Tanoue & Nishida, 2002; Tanoue &
Nishida, 2003)) et structurales (Bhattacharyya et ai, 2006; Chang et ai, 2002; Heo et ai,
2004; Lee et ai, 2004; Liu et ai, 2006; Remenyi et ai, 2005; Zhou et ai, 2006a; Zhou et ai,
2006b) ont permis de délimiter un motif consensus pour ces interactions d’amarrage. Les
appeiiations ont varié: domaine D (D domain), domaine , Kinase interaction mottf(KIM),
Docking for ERK anci JNK LXL (DEJL) (Jacobs et ai, 1999; Kallunki et ai, 1996; Lee et ai,
2004; Pulido et ai, 1998; Sharrocks et ai, 2000), référant souvent au motif de manière
incomplète. Par ailleurs, le terme «motif d’amarrage commun» sera utilisé dans cet
ouvrage pour désigner la séquence (K!R)24X06L)Œ.
Ainsi, ie motif consensus débute par un noyau d’au moins deux résidus lysine et/ou
arginine. Ce noyau peut contenir jusqu’ à six acides aminés basiques parfois entrecoupés
d’autres résidus, mais formant néanmoins une région chargée positivement. Au milieu du
motif, se trouve une région variable tant dans la nature des acides aminés qui la composent,
que dans sa longueur. La fin du motif est habituellement composée de résidus ieucine
séparés par un acide aminé variable. D’autres résidus hydrophobes comme une vaiine ou
une isoieucine se substituent fréquemment à i’une ou i’autre des ieucines du motif. En
outre, dans de nombreux cas, des résidus hydrophobes additionnels sont présents à
l’extrémité du motif, modifiant la fin du consensus LXL en LXLXL (Bhattacharyya et ai,
2006). De surcroît, chez plusieurs MK, un à deux de ces résidus hydrophobes sont présents
en N-terminai du noyau basique du motif (Roux & Blenis, 2004).
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• Sillon d’amarrage: résidus acides
• Sillon d’amarrage: résidus hydrophobes
• Sillon d’amarrage: site ED
00 b Insertion des MAP kinases
• Amarrage FXFP
Modélisation des formes inactive et active de ERK2 montrant les résidus impliqués dans les
interactions d’ amarrage selon des études effectuées avec les MAP kinases p3$u (Chang et
ai, 2002), INK1 (Heo et ai, 2004), Fus3 (Bhattacharyya et ai, 2006; Remenyi et ai, 2005) et
ERK2 (Lee et ai, 2004; Liu et al, 2006; Zhou et al, 2006b). Les acides aminés impliqués
dans la liaison aux résidus basiques du motif d’amarrage sont en rose, ceux liant les résidus
hydrophobes sont en bleu, et ceux faisant partie du site ED sont en pourpre. Les résidus du
MKT sont en vert, et les plus foncés sont impliqués dans la liaison au motif FXFP. Le
changement de conformation induit lors de l’activation expose davantage ces derniers.
Figure réalisée en partie avec Swiss-Pdb viewer (Guex & Peitsch, 1997)
Figure 1-31 Sites d’amarrage des MAP kinases
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Les motifs d’amarrage communs lient le sillon d’amarrage (docking groove, aussi
connu sous le nom du site CD ou domaine CD) des MAP kinases (Tanoue et al, 200 la;
Tanoue et ai, 2002; Tarrega et ai, 2002). Situé à l’opposé du site actif (Tanoue et al, 200 la)
dans le lobe C-terminal (Nichols et ai, 2000), le sillon d’amarrage contient des résidus
acides complémentaires aux résidus basiques du motif d’amarrage commun. Le sillon
d’amarrage contient égaiemnt les résidus permettant des interactions hydrophobes avec le
consensus LXL du motif (figure 1-3 1). Au centre des résidus hydrophobes, se retrouve le
site ED qui représente un des premiers déterminants de ia spécificité. Composé de deux
résidus thréonine chez ERK2, ie site ED de p38 est formé par un glutamate suivi d’un
aspartate, créant alors une charge négative sur la surface de la protéine (Tanoue et ai,
2001a). Cette dernière est reconnue spécifiquement par certains substrats de p38 comme
MK3.
N
I
Éus3/Ste5_pep
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-‘
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‘ Arg Leu
Figure l-32 Bidirectionnalité de la liaison d’amarrage commun
Nonobstant leur orientation respective, ies peptides de Ste5 et Fan sont reconnus de la
même manière par ie sillon d’amarrage de la MAP kinase fus3.
Tiré de (Bhattacliaryya et ai, 2006)
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Les liaisons d’amarrage induisent des changements conformationnels significatifs à
la fois chez les MAP kinases et chez les régulateurs avec lesquels elles interagissent
(Mustelin et ai, 2005; Remenyi et ai, 2005). En effet, la liaison d’amarrage perturbe l’ordre
dans la boucle d’activation des MAP kinases (Bhattacharyya et ai, 2006; Zhou et al, 2006b)
de sorte que la tyrosine activatrice habituellement enfouie au sein de la protéine se retrouve
exposée au solvant, et devient sujette à des évènements de phosphorylation et
déphosphorylation. Inversement, l’activation de la MAP kinase induit un réarrangement du
sillon d’amarrage qui augmente l’affinité des interactions (Hoofnagle et al, 2001).
Effectivement, l’association entre ERK1 et la MK MAF kinase-interacting kinase 1
(MNK1) est plus importante lorsque ERK1 est activée plutôt qu’inactive (Figure 2-19C,
page 200). De même, les séquences d’amarrage sont très souples, particulièrement dans
leur région variable (Bhattacharyya et aI, 2006). Cette souplesse leur permet de lier
plusieurs MAP kinases, ou encore de lier une MAP kinase avec différentes orientations,
comme c’est le cas avec SteS (Figure 1-32) , PEA-15 (Cailaway et aI, 2005) et ETS2
repressorfactor (ERF); (Polychronopoulos et al, 2006). La bidirectionnalité de ces liaisons
pourrait expliquer la présence de motifs d’amarrage commun de part et d’autre du site de
phosphorylation de plusieurs substrats (Sharrocks et ai, 2000). Dans un même ordre
d’idées, plusieurs motifs d’amarrage commun d’apprence plus complexe avec des
alternances de noyaux de résidus basiques et hydrophobes ont été répertoriés (Tanoue et ai,
2002). Ceux-ci sont candidats à être reconnus dans les deux orientations.
1.5.3.2.2.3 Amarrage FXFP
Un motif distinct d’amarrage aux MAP kinases a été identifié en parallèle. En effet,
la séquence conservée FXFP est essentielle à la liaison de nombreuses protéines incluant
plusieurs facteurs de transcription, des phosphatases ainsi que A-Raf et Ksr (Jacobs et ai,
1999). Les résidus phenylalanine jouent un rôle essentiel dans ces interactions (Fantz et ai,
2001), bien qu’ils soient occasionnellement substitués par des résidus tyrosine, contenant
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eux aussi un anneau aromatique (Dimitri et ai, 2005). Ces interactions sont plus restrictives
que les interactions d’amarrage commun puisque seules ERK1/2 (et dans une moindre
mesure p38a), mais pas JNK1 ni p3$3, peuvent reconnaître et lier le motif FXFP (Galanis
et ai, 2001; Jacobs et ai, 1999), d’où le nom Docking for ERK FXFF (DEF) qui lui est
parfois attribué.
Tableau 1-XV Amarrage commun versus amarrage FXFP
Comparaison de la reconnaissance des motifs impliquées dans les interactions d’amarrage
entre les MAP kinases et leurs substrats.
. Position par . .
. Région deMotif
. Orientation de la MAP kinases le
, rapport au site
.
. reconnaissance sur lesd amarrage » reconnaissance reconnaissantphosphoryle MAP kinases
Amarrage N-terminal et ERK, JNK Sillon d’amarrage
. Bidirectionnelle
commun C-terminal p38, ERK5 (face non-catalytique)
Amarrage
.
. Insertion des MAPC-terminal Unidirectionnelle ERK> p38aFXFP kinases (face catalytique)
Contrairement aux motifs d’amarrage commun, les motifs FXFP ne se retrouvent
qu’en C-terminal (Tableau 1-XV), et à une courte distance du site phosphorylé par la MAP
kinase (Sharrocks et aI, 2000). De manière concomitante, la région des MAP kinases liant
les motifs FXFP se retrouve sur la même face de la protéine que le site actif (Lee et ai,
2004). En outre, plusieurs résidus impliqués dans la liaison font partie du MKI et sont
dévoilés lors de l’activation de la MAP kinase (Figure 1-3 1, page 110). Ainsi, les
interactions d’amarrage FXFP sont plus importantes lorsque cette dernière est activée (Lee
et aI, 2004). Par exemple, la liaison aux Nup via leurs motifs FG et surtout FXFG est
impliquée dans la translocation nucléaire de ERKÏ et ERK2 (Matsubayashi et ai, 2001;
Whitehurst et ai, 2002). De même, l’activation de ERKY/2 accroît leur affinité pour les
motifs FXFP (smiliares à FXFG) ainsi que leur translocation nucléaire (Ando et aI, 2004;
Fukuda et al, 1997e; Lenormand et ai, 199$; Lenormand et aI, 1993).
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Figure 1-33 Motif FXFP dans ta détection de la durée du signal de ERK1/2
Le produit du gène précoce c-Fos est instable sauf s’il est phosphorylé ERK1/2 sur des
résidus ciblés par un motif FXFP (DEF).
Tiré de (Assoian, 2002)
Le motif FXFP est requis pour stabiliser l’expression de nombreux gènes précoces
initialement induits par l’activation transitoire des MAP kinases ERK1/2 (Murphy et ai,
2004; Murphy et al, 2002; Vinciguerra et ai, 2004). En effet, la courte demi-vie du produit
de ces gènes précoces peut être prolongée par la phosphorylation d’un ou plusieurs résidus
spécifiques et dont le motif FXFP avoisinant permet la reconnaissance. Ainsi, la liaison
d’une MAP kinase avec une protéine de gène précoce via un motif FXFP confère à cette
dernière la propriété de détecter si i’activation des MAP kinases est soutenue ou non
(Murphy & Bleuis, 2006).
1.5.3.2.2.4 Src-Homology 3
Les voies MAP kinase utilisent parfois des interactions d’amarrage qui ne leur sont
pas propres. Le domaine SH3 lie des séquences riches en proiine qui sont souvent présentes
dans les tyrosines kinases et autres protéines de signalisation précoce (Pawson, 2004). Chez
S. cerevisiae, la MAPKK et protéine d’échafaudage Pbs2 possède une telle séquence qui est
reconnue par le domaine SH3 de i’osmorécepteur Shol (Maeda et ai, 1995). Cette liaison
- —HF-i
DH 3h
EF
-T--1-
DH OH
I I I IlI
P P P p
I
115
permet d’activer la voie MAP kinase Hogi (Saito & Tatebayashi, 2004); (voir aussi Section
1.3.3, page 35). Du côté des mammifères, Sprouty2 possède également une séquence riche
en proline dont la liaison au domaine SH3 du GEF Grb2 empêche l’activation de la voie
ERK1/2 par Ras, présumément via une boucle de rétroaction négative (Hanafusa et ai,
2002; Lao et ai, 2006; Ozaki et ai, 2005).
1.5.3.2.2.5 Interactions d’amarrage et spécificités des MAP kinases
Dans des systèmes d’amarrage qui sont partagés par plusieurs MAP kinases
homologues ayant nombre d’effecteurs avec des motifs similaires, une spécificité de signai
peut être atteinte par différents moyens à la fois subtils et complémentaires.
D’abord par l’expression tissulaire : les MAP kinases ne peuvent interagir avec des
protéines qui ne sont pas là. Bien que l’expression des composantes des voies MAP kinases
est ubiquitaire (Widmann et ai, 1999), celle de leurs partenaires d’interaction ne l’est pas
nécessairement. C’est notamment le cas de plusieurs produits de gènes précoces (Murphy et
ai, 2004).
Au moins deux types d’interactions d’amarrage (commun et FXFP) impliquent les
MAP kinases. Ces interactions sont indépendantes les unes des autres. En effet, un type
d’interactions d’amarrage peut être perturbé chez une MAP kinase sans que l’autre soit
affecté (Dimitri et ai, 2005). En outre, l’état d’activation de la MAP kinase modifie
l’affinité de ses interactions (Lee et ai, 2004). Dans ces deux types d’interactions
d’amarrage, le nombre et l’emplacement des motifs sur un substrat déterminent le(s) site(s)
de phosphorylation (Fantz et ai, 2001). De plus, nombre de partenaires d’interaction
possèdent les deux types de motifs (Fantz et ai, 2001; Jacobs et ai, 1999; MacKenzie et ai,
2000). La disposition et la configuration des deux types de motifs contribuent elles aussi à
la sélectivité, et donc à la spécificité du signai (Vinciguerra et ai, 2004).
Bien que similaires, les sillons d’amarrage des différentes MAP kinases divergent
quelque peu. Ces disparités contribuent à la sélectivité, comme le fait le site ED (Tanoue et
ai, 2001a). Ainsi, les différences de séquence entre les MAP kinases, mais également entre
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celles de leurs partenaires permettent d’obtenir de multiples combinaisons aux affinités
variables (Fantz et ai, 2001; Ho et al, 2006; Tarrega et aI, 2005). En outre, plusieurs
facteurs à l’intérieur d’un motif d’amarrage commun influencent sa sélectivité.
Effectivement, la portion hydrophobe du motif (LXL) est liée avec une plus forte affinité
que la portion basique (KIR), et elle prévaut au moment de la reconnaissance par une MAP
kinase (Barsyte-Lovejoy et al, 2002; Seidel & Graves, 2002; Xu et al, 2001; Yang et ai,
1999). De plus, la nature des acides aminés dans les motifs d’amarrage influence également
la sélectivité. C’est particulièrement le cas avec la portion variable du motif d’amarrage
commun pour laquelle la composition en acides aminés, mais également la longueur
influencent la reconnaissance et la liaison par les MAP kinases (Bhattacharyya et al, 2006;
Tanoue et al, 2002; Tarrega et aI, 2002). La discrimination des MAP kinases pour un
partenaire ou un autre est également affectée par les résidus avoisinant les motifs
d’amarrage. C’est notamment le cas de certaines phosphatases (Tarrega et ai, 2005), de MK
(Roux et al, 2003) et de facteurs de transcription (Seidel & Graves, 2002).
Tableau 1-XVI Amarrage commun des MAPKK
Nombre de motifs d’ amarrage présents chez les MAPKK humaines et de S. cerevisiae. Le
consensus de ces motifs peut souvent être appliqué selon différents cadres de lecture.
S. cerevisiae H. sapiens
MAPKK Motifs Reconnaissances MAP MAPKK Motifs Reconnaissances MAPd’amarrage possibles kinases d’amarrage possibles kinases
Ste7 2 3 fus3, Kssl MEKI 3 3 ERK1J2
Pbs2 1 3 Hogi MEK2 3 4 ERK1I2
Mkkt 1 2 Mpkl MEK5 2 3 ERK5
Mkk2 1 2 Mpkl MKK3 1 1 P3$a/f3/yI
MKK6 1 1 P38a/3//
MKK4 I I JNK]/2/3
MKK7 3 4 JNKI/2/3
Les MAPKK constituent un pivot de la spécificité du signal relayé par les voies
MAP kinase. Non seulement sont-elles présentes en nombre restreint par rapport aux autres
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composantes des cascades MAP kinase (7 MAPKK chez les mammifères pour 20
MAPKKX et 14 MAP kinases), mais les MAPKK forment des interactions d’amarrage
spécifiques avec des kinases en amont (DVD) et en aval (amarrage commun), en plus de
pouvoir former d’autres interactions spécifiques avec les MAP kinases (Robinson et al,
2002). Plusieurs MAPKK possèdent plus d’un motif d’amarrage commun (Tableau 1-XVI,
ci-dessus: Tableau 1-XIV, page 107) etlou des motifs qui peuvent être interprétés selon
différents cadres de lecture (Bhattacharyya et aI, 2006; Ho et al. 2006; Remenyi et ai,
2005). En effet, le consensus (KIR)24X06LXL peut être reconnu plusieurs fois de
différentes manières au sein de la partie N-terminale d’une IVIAPKK. Par exemple, le motif
d’amarrage commun est recensé trois fois dans cette extrémité de MEK2. La séquence
RRKPVLPALTI peut générer les consensus (KJR)3X2LXL ainsi que (K1R)3XL)Œ. Si on
ajoute à cela les autres motifs répertoriés KKLEELEL et RKRLEAFL qui génèrent les
consensus respectifs (KIR)2X3LXL et (KIR)3LXLXL, on obtient en tout quatre modes de
reconnaissance pour trois motifs sur une seule MAPKK. Si on additionne à tout cela les
deux orientations possibles pour la reconnaissance de certains motifs, le nombre de modes
de liaison des MAPKK augmente encore.
Ainsi, en plus de reconnaître le motif TXY de la boucle d’activation, les MAPKK
peuvent lier les MAP kinases selon différents modes. Ces différences dans le nombre de
motifs d’amarrage commun et les manières dont ceux-ci peuvent être reconnus pourraient
en partie fournir de nouvelles bases de sélectivité. Elles pourraient en outre contribuer à
expliquer non seulement la spécificité d’une MAPKK pour une sous-famille de MAP
kinases, mais également une sélectivité pour certaines isoformes à l’intérieur de cette sous
famille. Par ailleurs, les interactions sont de basse affinité entre le sillon et le motif
d’amarrage commun, avec un KM d’environ 5 tM (Seidel & Graves, 2002), impliquant que
ces interactions peuvent se former et se défaire rapidement. Ceci suggère que les MAP
kinases pourraient glisser le long de motifs d’amarrage communs en les liant selon
différents modes. De surcroît, le motif d’amarrage est très souple et peut être reconnu de
plusieurs manières dans deux orientations (Bhattacharyya et ai, 2006; Remenyi et ai, 2005).
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L’ensemble de ces observations soulève la possibilité que les MAPKK, avec les différents
motifs d’amarrage qu’elles comportent, soient elles aussi reconnues de différentes manières
par les MAP kinases, contribuant encore davantage à la spécificité de leurs interactions et
conséquemment, du relais du signal.
En somme, les interactions d’aman-age représentent un mode de régulation conservé
requérant des principes de base qui sont partagés par les partenaires. Toutefois, de subtiles
disparités créant des affinités différentes permettent d’établir une sélectivité, et de relayer le
signal de manière spécifique. Ces interactions peuvent être bloquées de manière spécifique,
laissant présager un potentiel thérapeutique pour l’inhibition sélective d’interactions
d’amarrage entre une MAP kinase et ses activateurs ou des cibles particulières (Dimitri et
al, 2005; Hancock et al, 2005b; Jacobs et al, 1999).
1.5.3.3 Localisation subcetlulaire
Une autre façon de générer différents signaux faisant appel aux mêmes composantes
est de modifier leur localisation subcellulaire. Un tel exemple est donné par la forme active
de ERKI/2 dont l’accumulation nucléaire est suffisante pour induire la différenciation des
cellules PCÏ2 en précurseurs neuronaux (Robinson et ai, 199$; Traverse et ai, 1994). En
outre, la littérature fait état de plusieurs cas où une activité cytoplasmique ou nucléaire de
ERK1/2 génèrent des résultats différents, parfois même opposés. D’abord, dans l’aile en
développement de la drosophile, la prolifération est associée à l’activité nucléaire de dERK,
alors que son activité cytoplasmique va de pair avec la différenciation des cellules
(Marenda et ai, 2006). Ensuite, les différentes phases de ta sélection des thymocytes
matures requièrent l’activation de ERKÏ/2 (Alberola-Ila & Hernandez-Hoyos, 2003). Une
activation importante, rapide et transitoire de ERK1/2 se fait à la membrane plasmique au
cours de la phase de sélection négative (Daniels et ai, 2006). Par contre, dans la sélection
positive, cette activation de ERK1/2 est plus sensible, mais elle se fait de manière lente et
soutenue, partout dans la cellule. Finalement, les fibroblastes sénescents sont incapables de
proliférer en réponse à des facteurs de croissance (Kim et ai, 2000; Tresini et al, 2001)
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puisque ERK1/2 sont prématurément inactivées au noyau par MKP2 et ne peuvent donc pas
activer les gènes requis, bien qu’elles demeurent actives dans le cytoplasme (Tresini et ai,
2007).
1.5.3.3.] Ciblage
La localisation subcellulaire d’une MAP kinase peut aussi être affectée par un
recrutement vers des complexes protéiques. De tels assemblages modifient les propriétés
cinétiques des voies de signalisation tant au niveau de leur activation que de leur
inactivation (Pawson & Nash, 2003).
Dans la voie ERK1/2, l’assemblage le mieux documenté est celui dans lequel
IVIEK1/2 retiennent ERK1/2 au cytoplasme (Sections 1.5.2.2.1 et 1.5.2.3.2.1, pages 82 et
89, respectivement). Par ailleurs, plusieurs complexes permettent le ciblage vers différentes
organelles. Notamment, le complexe formé de p14 et MEKpartner] (MP1); (Kurzbauer et
ai, 2004; Teis et ai, 2002; Wunderlich et aI, 2001), à l’instar de certaines 3-Arrestines (Abe
et ai, 2001; DeFea et ai, 2000; Luttreil et ai, 2001; Tohgo et ai, 2002), recrute des
composantes de la voie ERK1/2 aux endosomes, possiblement à des fins d’activation
(Tableau 1-XVII). De son côté, Sirnitar expression to FGF genes (Sef) empêche leur
accumulation nucléaire en les ciblant au Golgi (Mor & Philips, 2006; Tanoue & Nishida,
2002; Torii et ai, 2004b). La rétention cytoplasmique des formes actives de ERKÏ/2 est un
mécanisme utilisé pour inhiber la prolifération des cellules embryonnaires après une
première différenciation (Smith et aI, 2004). C’est aussi ce mécanisme de régulation qui est
conservé dans le développement de la drosophile (Kumar et ai, 2003a; Kumar et aI, 1998;
Marenda et aI, 2006).
Certains candidats permettent la rétention cytoplasmique ou l’exclusion nucléaire de
ERK1/2 sans affecter l’activité catalytique de ces dernières. C’est notamment le cas de
RSK (Kim et ai, 2006) de drosophile, ainsi que de Four and a haïfLiM dornain 2 (FHL2)
chez les cardiomyocytes de mammifères (Purceil et al, 2004). L’importine DIM-7 a aussi
été proposée comme intermédiaire de la rétention cytoplasmique de dERK (Baker et ai,
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2002). En outre, ce découplage entre l’activité cytoplasmique et nucléaire peut se faire par
relocalisation à la membrane plasmique comme le fait Grb2-associated binder 2 (Gab2)
avec ERK2 via son domaine PH (Zhao et ai, 1999a). De manière concomitante, une
rétention prolongée à la membrane confère à ERK1/2 des propriétés de dominants négatifs
attribuables à leur incapacité d’aller activer des gènes cibles (Brunet et ai, 1999b;
Hochholdinger et al, 1999). Néanmoins, des protéines d’échafaudage comme KSR, Pbs2 et
Ste5 permettent le recrutement membranaire transitoire des MAP kinases de leurs voies
respectives à des fins d’activation et sans en restreindre la translocation nucléaire (Cho,
2006; Dard & Peter, 2006; Elion, 2001; Mor & Philips, 2006; Seet & Pawson, 2004). Au
cours des dernières années, plusieurs groupes ont rapporté des protéines comme affectant la
localisation subcellulaire de ERK1/2. Quelques partenaires d’interaction de ERK1/2 chez
les mammifères sont énumérés dans le tableau ci-dessous, avec un résumé de Leurs effets
sur la localisation subcellulaire et l’activité catalytique de ERKI/2.
Tableau 1-XVII Régulateurs de la localisation subcellulaire de ERK1/2
Partenaires d’interaction de la forme inactive (TEY-) et active (pTEpY-) de ERK1/2
affectant ou susceptibles d’affecter leur ciblage subcellulaire. On y note aussi les effets de
ces partenaires sur l’activité phosphotransférase de ERK1/2 (ou leur activation par
MEK1/2) ainsi que certaines protéines autres que ERK1/2 interagissant avec ces
partenaires. Les DS-MKP n’y figurent pas puisque leurs effets sur la localisation
subcellulaires de diverses MAP kinases sont déjà abondamment décrits dans la littérature
(Farooq & Zhou, 2004; Pouyssegur et aÏ, 2002; Tanoue & Nishida, 2003); (Tableau 1-XII,
page 99). Il en va de même avec les facteurs de transcription dont les interactions avec
ERK1/2 sont bien répertoriées (Edmunds & Mahadevan, 2004; Sharrocks et al, 2000).
Symboles et abbréviations:
- interaction non détectée; + interaction détectée;
+ + interaction accrue; (?) interaction présumée; n.d. non déterminé; t augmente l’activité;
diminue l’activité; E- sans effet sur l’activité; FW Far-western, 2H double hybride chez
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la levure; L-GST liaison in vitro à la Glutathione S-transférase (GST); CoIP co
immunoprécipitation in vivo; C&N cytoplasme et noyau (le ciblage peut varier selon le
contexte cellulaire).
Réfs [1] (Je et ai, 2001; Leinweber et ai, 1999; Menice et aI, 1997); [2] (Tcherkezian et ai, 2005;
Tcherkezian et ai, 2006); [3] (Zhao et ai, i999a); [4] (Fantz et ai, 200i; Ory et ai, 2003; Roy et ai, 2002;
Stewart et ai, 1999; Sugimoto et ai, 199$; Yu et ai, 1998); [5] (Bucidey et ai, 2004; CaidweU et ai, 2006); [6]
(Ishibara et ai, 2003); [7] (Huang et ai, 2004b); [8] (Mïtsushima et ai, 2004); [9] (Spence et ai, 2004); [10]
(Yin et ai, 2004; Yin et ai, 2005); [lii (Roberts et ai, 2003); [i2] (Sundberg-Smith et ai, 2005); [13] (Ishibe et
ai, 2004; ishibe et ai, 2003; Liu et ai, 2002; Turner, 2000); [i4] (Li et ai, 1999; Roy et ai, 2004; Roy et ai,
2005); [15] (Harrison et ai, 2004); [161 (Christerson et ai, 1999; Karandikar et ai, 2000); [17] (Defea et ai,
2000; Gripentrog & Miettinen, 2005; Luttreil et ai, 2001; Scott et ai, 2006; Tohgo et ai, 2002); [i8]
(Vomastek et ai, 2004); [19] (Brahma & Daiby, 2007; Kurzbauer et ai, 2004; Schaeffer et ai, i99$; Sharma et
ai, 2004; Teis et ai, 2006; Teis et ai, 2002; Wunderhch et ai, 2001); [20] (Kovaienko et ai, 2003; Preger et ai,
2004; Torii et ai, 2004a; Tsang et ai, 2002; Xiong et ai, 2003); [21] (Shapiro et ai, ]998b; Zecevic et ai,
i99$); [22] (Lou et ai, 2004a; Lou et ai, 2004b); [23] (Eves et ai, 2006; Yeung et ai, 2000; Yeung et ai, 1999);
[24] (Sanna et ai, 2005); [25] (Chen et ai, 2005a); [261 (Yao et ai, 2007); [27] (Perison et ai, 2005); [28] (Le
Gailic et ai, i999; Poiychronopouios et ai, 2006); [29] (Purceii et aI, 2004); [30] (Adachi et ai, 1999; Fukuda
et ai, i997b; Fukuda et ai, 1997c; Robinson et ai, 2002); [31] (Tanoue et ai, 2000); [32] (Bronisz et ai, 2006;
Moiina et ai, 2005); [33] (Parra-Paiau et ai, 2003; Scheper et ai, 2003; Waskiewicz et ai, 1997); [34]
(Nakamura & Yamaguchi, 2006); [35] (Zhang et ai, 2002); [36] (Yang et ai, 2005); [37] (CaHaway et ai,
2005; Chou et ai, 2003; Formstecher et ai, 2001; Hill et ai, 2002; Whitehurst et ai, 2004b); [38] (Musteiin et
ai, 2005; Puhdo et aI, 1998; Zuniga et ai, 1999); [39] (Kumar et ai, 2007; Perison et ai, 2006); [40] (Pircher et
ai, 1999); [41] (Maekawa et ai, 2002; Maekawa et ai, 2004); [42] (Osawa et ai, 2004; Roshan et ai, i999);
[43] (Wang et ai, 2004); [44] (Hu & Mivechi, 2006); [45] (Casar et ai, 2007a; Sanz-Moreno et ai, 2003); [46]
(Cohen-Armon et ai, 2007); [47] (Sur & Ramos, 2004)
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1.5.3.3.2 Complexes transcriptionnels
Les MAP kinases font également partie d’importants complexes transcriptionnels
(Edmunds & Mahadevan, 2004; Edmunds & Mahadevan, 2006; Whitmarsh). Associées à
plusieurs loci cibles par l’intermédiare de facteurs de transcription, les MAP kinases
recrutent à leur tour de nombreux cofacteurs sur le site d’initiation de la transcription
(Alepuz et ai, 2001; Edmunds & Mahadevan, 2004; Kumar & Bernstein, 2001; Pokholok et
al, 2006; Proft & Struhi, 2002). À ces protéines se greffent l’ARN polymérase II (P01 II);
(Alepuz et ai, 2003) ainsi que des enzymes favorisant le déroulement de la chromatine (De
Nadal et al, 2004; Proft & Struhl, 2002). De son côté, la MAP kinase Hogi joue un rôle
actif dans l’élongation de la transcription notamment par la mobilisation de Pol II et de
facteurs d’élongation (Proft et al, 2006). À l’instar de son orthologue de levure, p38a peut
recruter Pol II (Alepuz et ai, 2003). En outre, ERK2 dans sa forme activée, lie et active la
topoismérase II (Shapiro et al, 1999; Zhao et ai, 2003), la P01yADP-ribose polymérase-1
(PARP-1) ; (Cohen-Armon et al, 2007) ainsi que le facteur d’initiation de la transcription
Tif-lA (Shapiro et al, 1999; Zhao et ai, 2003). L’ensemble de ces données démontrent que
les IVIAP kinases jouent de multiples rôies (incluant celui de régulateur de la modification
de la chromatine) au sein de complexes transcriptionnels élaborées.
1.5.3.3.3 Sensibilité et spécificité
D’autre part, la sensibilité de la voie ERK1/2 est plus grande pour des signaux
provenant de la membrane plutôt que du cytoplasme (Harding et ai, 2005) car un ciblage
membranaire des composantes de la voie ERK1/2 lors de l’activation de la voie permet un
recrutement adéquat des partenaires, et influence la spécificité du signal (Lamson et al,
2006; Wu et ai, 2006a). En somme, la localisation subcellulaire des IVIAP kinases influence
à la fois la manière dont le signal à relayer sera capté en amont, et celle dont il sera
retransmis en aval.
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1.5.3.4 Paramètres cinétiques
L’activité catalytique des MAP kinases ERK1/2 augmente rapidement en réponse à
un stimulus, atteignant son maximum après cinq minutes (Kahan et aI, 1992; Meloche et ai,
1992a; Meloche et ai, 1992b; Vouret-Craviari et al, 1993). Si le stimulus engendre une
réponse transitoire, l’activité MAP kinase redescend ensuite au niveau basai (Figure 1-34).
S’il induit plutôt une réponse soutenue, l’activation de ERK1/2 suit un profil similaire, mais
une phase soutenue d’activation émerge après trente minutes de stimulation pour se
maintenir pendant plus de deux heures. Néanmoins, les phases transitoire et soutenue de
l’activation contribuent toutes deux à l’induction de l’expression génique (Ventura et al,
2006).
Phase Phase soutenuetranstore
Figure 1-34 Cinétiques d’activation de ERK1
Activité phosphotransférase de ERK1 en réponse à des agents mitogéniques et non
mitogéniques, générant une réponse soutenue et transitoire, respectivement.
Adapté de (Meloche et ai, 1992a; Meloche et ai, 1992b; Vouret-Craviari et ai, 1993)
• Mitogène
• Non-mitogène
s 30 60 120 240
Temps post-stimulation (mm)
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1.5.3.4.1 Activcttion transitoire et activation soutenue
Toute modification dans le lieu, l’intensité et la durée de l’activité des MAP kinases
affecte la spécificité de leur signal, et la réponse cellulaire. Par exemple, l’activation de la
voie ERK1/2 selon qu’elle soit transitoire ou soutenue provoque des effets opposés sur
l’apoptose d’ostéociastes (Chen et ai, 2005b). De manière générale, l’activation transitoire
de ERK1/2 ne permet pas l’entrée en phase S (Cook & McCormick, 1996; Murphy et ai,
2002; Vouret-Craviari et al, 1993), car elle n’est pas suffisamment longue pour réprimer
l’expression de régulateurs négatifs de la prolifération (Yamamoto et al, 2006). En
revanche, une activation soutenue de cette voie telle qu’induite par le PDGf et d’autres
facteurs de croissance est requise pour la prolifération des fibroblastes (Balmanno & Cook,
1999; Dobrowolski et al. 1994; Yamamoto et al, 2006). De manière analogue, l’activation
constitutive de ERK1/2 est associée à la carcinogenèse (Kohno & Pouyssegur, 2006; Solit
et ai, 2006; Thompson & Lyons, 2005) bien qu’elle puisse induire la sénescence (Boucher
et aI, 2004; Wang et aI, 2002). Pour ce qui est de la voie JNK, son activation transitoire est
associée à la survie cellulaire alors que son activation soutenue conduit à l’apoptose (Chang
et al, 2006; Ventura et ai, 2006). Par ailleurs, l’activation soutenue de la MAP kinase KssÏ
de S. cerevisiae mène à la croissance filamenteuse (Section 1.3.2, page 34), alors que son
activation transitoire est requise pour ia réponse aux phéromones (Sabbagh et ai, 2001). De
même, Hogi permet de réagir à un stress osmotique par une activation transitoire qui
devient létale lorsqu’elle est soutenue (Warmka et al, 2001). En bref, une durée et une
intensité variables du signal des MAP kinase sont utilisées dans plusieurs systèmes pour
générer des réponses biologiques différentes (Corson et al, 2003; Ghiglione et al, 1999;
McMullen et ai, 2005).
1.5.3.4.1.1 Cellules PC12
La lignée de phéochromocytome PCÏ2 constitue un modèle bien étudié dans lequel
l’EGF induit la prolifération via une activation transitoire de ERK1/2, alors que le Nerve
growth factor (NGF) active ERK1/2 de manière soutenue, menant à la différenciation de
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ces cellules et à l’acquisition de propriétés des neurones sympathiques (Diidc et ai, 1994;
Ebisuya et ai, 2005; Marshaii, 1995; Murphy & Bienis, 2006; Traverse et ai, 1994). Dans
des cellules PC12 isolées, il a été démontré que le niveau d’activation de ERK1/2 est
directement proportionnel à la concentration du stimulus (Fujioka et ai, 2006; Mackeigan et
al, 2005 ; Whitehurst et ai, 2004a). De manière concomitante, c’est la concentration absolue
de NGF qui est responsable de l’activation soutenue de ERK1/2 dans les PC12 (Sasagawa
et ai, 2005). En contrepartie, l’activation transitoire de ERKY/2 dépend du rythme
d’augmentation de la concentration du stimulus, et ce de manière indépendante de sa
concentration absolue (Sasagawa et ai, 2005; Schoeberi et ai, 2002).
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Figure 1-35 Activation transitoire et soutenue de ERK1/2
Modèle pour expliquer les différences entre les signaux transitoires et soutenus induits
respectivement par l’EGF et le NGF dans les cellules PC 12.
Tiré de (Sasagawa et ai, 2005)
Une explication pour cette différence entre l’EGF et le NGF provient du fait que
i’EGFR est intemalisé et dégradé beaucoup plus rapidement que TRK, le récepteur du NGF
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(Di Fiore & Gui, 1999). Conséquemment, le signal en aval de 1’EGFR est généré moins
longtemps, donc de manière moins soutenue. Pourtant, dans un cas comme dans l’autre, la
protéine G monomérique Ras est activée transitoirement (Sasagawa et ai, 2005).
Cependant, seul le NGF active la protéine G monomérique Rapi (Figure 1-35) de manière
lente et soutenue (York et ai, 2000; York et ai, 199$). Contrairement à son homologue Ras,
Rapi n’est pas située à la membrane et n’active pas Raf-1, mais peut néanmoins activer
B-Raf, et le faire de manière soutenue (Ohba et ai, 2003; Sasagawa et ai, 2005).
Finalement, des études mettent en lumière la part importante des boucles de rétroaction
dans les différences entre le NGf et i’EGF quant à l’activation de la voie ERK1/2 dans les
PC12 (Brightman & Feu, 2000; Santos et al, 2007). En effet, l’activation transitoire par
l’EGF est attribuable à une rétroinhibition de Raf par ERKI/2. En revanche, le NGF
déclenche également une boucie de rétoaction, mais les effets de cette dernière sont
positifs, permettant au signal de perdurer.
1.5.3.4.2 Boucles de rétroaction
Une activation soutenue des voies MAP kinase est favorisée par des boucles de
rétroaction positives (Bhalla & Iyengar, 1999; Bhaila et ai, 2002 ; Brightman & Feu, 2000).
De telles boucles permettent entre autres de relayer efficacement le signal sur une grande
distance, comme c’est le cas dans les oocytes ou les axones (Markevich et ai, 2006). Dans
un exemple simple, la PKC phosphoryle et active Raf-1 (Kolch et ai, 1993), conduisant à
l’activation de ERK1/2 (Figure 1-36A). Ces MAP kinases phosphorylent et activent la
cPLA2, générant du coup de l’acide arachidonique (AA), un activateur de la PKC. Ainsi,
i’inhibition de cette dernière ne bloque pas l’activation initiale de ERK1/2 (Raf-1 étant
principalement activée par Ras), mais empêche que celle-ci perdure de manière soutenue
(Bhalla & Iyengar, 1999; Bhalia et ai, 2002).
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Figure 1-36 Boucles de rétroaction impliquant ERK1 et ERK2
Quelques exemples de boucles de régulation impliquant les MAP kinases ERKÏ/2.
A) Rétroaction positive impliquant la PKC et la cPLA2. B) Rétroaction négative par des
DS-MKP. C) Enchevêtrement de boucles de rétroaction positive et négative. Les
activations sont indiquées par des flèches alors que les traits perpendiculaires désignent une
inhibition; les interactions sont dénotées par des traits hachurés; la rétroaction positive et la
rétroaction négative sont indiquées respectivement en vert et rouge. Certains acteurs ou
liens ont été délibérément omis pour des raisons de clarté.
Les phosphatases jouent également un rôle prépondérant dans la durée du signai, et
plusieurs PTP ont pour cible des protéines de signalisation précoces comme l’EGFR.
L’activation soutenue des MAP kinases pourrait dépendre de la capacité de certains stimuli
à inhiber ces PTP (Adachi et ai, 2002). De même, plusieurs boucles de régulation négative
impliquent des IVIKP à simple spécificité (Adachi et aI, 2002; Letoumeux et ai, 2006;
Wurgler-Murphy et ai, 1997) ainsi que des DS-MKP (Figure 1-36B); (Kang & Kim, 2006;
Mandl et ai, 2005; Muda et aI, 1996; Volmat et al, 2001). Il a notamment été observé que
ERKÏ/2 induisent l’expression de MXP1 et MXP2 (Brondello et aI, 1997; Sun et aI, 1993).
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En outre, les MAP kinases peuvent stabiliser l’ARN messager (Sugiura et ai, 2003) et
inhiber la dégradation par le protéasome (Brondello et ai, 1999) de certaines DS-MKP. Les
niveaux et les patrons d’expression, ainsi que les sélectivités démontrées par les
phosphatases induites à l’endroit des diverses MAP kinases permettent de générer une
grande variété de réponses tant au niveau de l’intensité, de la spécificité que de la durée du
signal (Bhalla et ai, 2002). Ceci permet donc des réponses adaptées et modulables selon les
stimuli. De manière plus directe, la liaison de ERK1/2 à MKP3 (Camps et ai, 1998) ou
PACÏ (Farooq et ai, 2003) induit leur activation catalytique. Par contre, ERK1/2
phosphorylent également MKP3 ce qui induit sa dégradation via le protéasome et une
activation plus soutenue (rétroactivation); (Marchetti et aI, 2005). Donc, en agissant sur
l’expression et l’activation de DS-MKP, les MAP kinases contribuent à leur propre
rétroinhibition.
De surcroît, des boucles de rétroaction positives et négatives font parfois des
chassés-croisés (Figure 1-36C). Tel que succinctement décrit dans la section 1.5.3.1.2,
l’adhésion cellulaire mène à la phosphorylation de la sérine 29$ de MEK1 par PAK1 (Coies
& Shaw, 2002; Eblen et al, 2002; Eblen et ai, 2004). Ceci se traduit par de meilleures
interactions entre Raf-1 et MEK1, favorisant du coup l’activation de ERK1/2. Toutefois,
ces dernières phosphorylent rétroactivement MEK1 sur la thréonine 292, ce qui empêche sa
phosphorylation sur la sérine 29$. En outre, RKIP lie Raf-1 tout comme MEK1, de manière
à prévenir leur interaction et l’activation subséquente de la voie ERK1/2 (Yeung et ai,
2000; Yeung et al, 1999). En revanche, la phosphorylation de RKIP par ERKÏ/2 (Kolch et
ai, 2005) ou PKC (Corbit et ai, 2003; Lorenz et ai, 2003) iève cette inhibition, permettant à
la voie IvIAP kinase d’être activée de manière pius soutenue. De plus, Raf-1 est
phosphorylée sur plusieurs sites par ERK1/2 dans une boucle de rétroaction positive (Balan
et ai, 2006). Paradoxalement, ERKY/2 phosphorylent également PAKY (Sundberg-Smith et
ai, 2005) mais surtout 3-Raf (Brummer et aI, 2003) et Raf-1 (Anderson et ai, 1991;
Dougherty et ai, 2005) sur des sites régulant négativement leur activité, ce qui ajoute à la
complexité de la rétroaction. L’ordre exact des événements impliqués dans ies boucles de
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rétroaction demeure en partie méconnu, mais joue un rôle clé dans la durée, et donc dans la
spécificité du signal. L’élucidation de ces mécanismes temporels de la régulation des voies
MAP kinase nous permettra de déterminer à quel moment la boucle est activatrice et à quel
moment elle devient inhibitrice, selon le contexte.
En définitive, il existe de nombreuses boucles de régulation des diverses voies MAP
kinase. Plusieurs d’entre elles impliquent la rétro-phosphorylation de kinases en amont des
MAP kinases (Section 1.5.2.3.1, page 85), ou celle d’autres régulateurs. Néanmoins, tous
les mécanismes de régulation énumérés dans les sections précédentes (phosphorylation,
interactions, localisation) sont reliés à la durée du signal, et en permettent un contrôle
spatio-temporel serré. Par exemple, les MK RSK1, RSK2 et RSK3 se lient aux MAP
kinases ERK1/2 afin d’être activées. Toutefois, RSK3 est activée sur une plus longue
période car elle demeure associée plus longtemps à ERK1/2 que ses homologues (Roux et
ai, 2003). En outre, le lieu où les MAP kinases sont activées, mais également inactivées
influe sur le signal engendré, et implique des mécanismes de séquestration et de
déphosphorylation (Ebisuya et ai, 2005; Murphy & Blenis, 2006). Bref, la régulation des
MAP kinases se fait à plusieurs niveaux de manière adaptée aux boucles de rétroaction.
L’équilibre entre les boucles positives et les négatives affecte le type de signal généré, et
conséquemment, la réponse cellulaire.
1.5.3.4.2.1 Régulation croisée
Les différentes voies MAP kinases partagent souvent plusieurs régulateurs. Afin de
maintenir une spécificité dans le signal, certaines voies ont des mécanismes leur permettant
d’en inactiver une autre. Par exemple, la MAP kinase Hogi de S. cerevisiae inactive ses
homologues Fus3 et Kssl par l’intermédiaire de la DS-MKP MuÏticopy suppressor of
GPA] detetion 5 (Msg5); (Bardwell et al, 1996). De leur côté, les MAP kinases de la sous
famille p38 inhibent l’activation des voies ERK1/2 (Li et ai, 2003; Westermarck et ai,
199$) et JNK (Avdi et ai, 2002) via la phosphatase PP2A (Grethe & Pom-Ares, 2006; Liu
& Hofmann, 2004; Westermarck et aI, 2001). En outre, les MAP kinases p38 s’associent
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physiquement avec ERK1/2 afin d’empêcher leur activation (Efimova et aI, 2003; Zhang et
ai, 2001), mais iient également PP2A (Boudreau et aI, 2006), ce qui suggère que les
membres de la sous-famille p38 peuvent recruter des phosphatases pour inactiver d’autres
voies MAP kinase. Par ailleurs, l’inactivation d’une voie peut également survenir en aval
de celle-ci par le blocage de cibles spécifiques. Par exemple, via la MAP kinase Fus3, les
phéromones induisent la dégradation du facteur de transcription Tec 1 qui est essentiel à la
voie Kssl (Bao et al, 2004). lcd n’est alors plus disponible pour s’associer à des cibles
qui sont partagées par les voies Fus3 et Kssl, permettant du coup une réponse spécifique
aux phéromones (Chou et al, 2006).
1.6 Hypothèse de travail
Des signaux aussi spécifiques que variés peuvent être obtenus par un contrôle
spatio-temporel très serré des MAP kinases. Les divers paramètres de localisation
subcellulaire et de durée de signal, en plus des partenaires d’interaction des MAP kinases
s’influencent mutuellement, et génèrent une myriade de combinaisons possibles, malgré un
nombre pourtant limité d’intervenants.
Les voies MAP kinases sont régulées de trois manières qui s’influencent
mutuellement. Ainsi, l’état de phosphorylation, la localisation subcellulaire et les
interactions avec partenaires différents partenaires se combinent pour générer une réponse
cellulaire appropriée. Nous nous intéressons à la question de spécificité du signal et de sa
régulation dans des voies pourtant ubiquitaires. Nous étudierons d’abord la phosphorylation
des protéines puisqu’elle représente le mode par excellence de régulation des voies MAP
kinase. Ensuite, nous visons la caractérisation des sites de phosphorylation identifiés.
Enfin, nous tenterons de déterminer comment cette phosphorylation affecte les autres
mécanismes de régulation des voies MAP kinase, et comment la spécificité du signal s’en
trouve modifiée.
2 Résultats
Les voies MAP kinases relayent et intègrent une foule de signaux variés de manière
spécifique en des réponses adaptées. Impliquées dans une foules de pathologies, elles ont
chacune leurs spécificités mais sont pourtant régies par des principes conservés. Nous
avons tenté d’en savoir davantage sur ces principes de régulation et comment ceux-ci
affectent la spécificité des réponses transmises par les voies MAP kinases des eucaryotes.
2.1 Phosphorylation of the MAPKKK regulator Ste5Op in
Saccharomyces cerevisiae: a casein kinase I phosphorylation
site is required for proper matïng function
2.1.1 Contexte
La MAPKKK Steil et sa protéine régulatrice Ste5O sont essentielles à l’activation
de trois voies MAP kinase (Fus3 de réponse aux phéromones; Kssl de la croissance
filamenteuse; Hogi de réponse à l’osmolarité élevée) avec des stimuli et des effets
biologiques bien distincts. La phosphorylation étant un moyen de réguler les voies MAP
kinases nous nous sommes demandé si elle était impliquée dans les fonctions régulatrices
de Ste5O et pouvait influencer la spécificité des signaux relayés par Stel 1.
2.1.2 Article publié dans Eucaiyotic Cet! (2003)
Les pages suivantes sont tirées de (Wu et al, 2003) et en partie adaptées au format
de cette thèse.
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2.1.2.1 Abstract
The Ste5O protein of Sacchctromyces cerevisiae is a regulator of the Stel lp protein
kinase. Stel lp is a member of the IVIAP3K (or MEKK) family, which is conserved from
yeast to mammals. SteSOp is involved in ail the signaling pathways that require Stel lp
function, yet littie is known about the regulation of Ste5Op itself. Here, we show that
SteSOp is phosphorylated on multiple serine/threonine residues in vivo. Threonine 42 (T42)
is phosphorylated both in vivo and in vitro, and the protein kinase responsible lias been
identified as casein kinase I. Replacement of T42 with alanine (T42A) compromises Ste5Op
function. This mutation abolishes the ability of overexpressed SteSOp to suppress either the
mating defect of a ste2O ste5O deletion mutant or the mating defect of a strain with a Stel lp
deleted from its sterile-aipha motif domain. Replacement of T42 with a phosphorylation
mimetic aspartic acid residue (T42D) permits wild-type function in ah assays of SteSOp
function. These results suggest that phosphorylation of T42 of SteSOp is required for proper
signaling in the mating response. However, this phosphorylation does not seem to have a
detectable role in modulating the high-osmolarity glycerol synthesis pathway.
2.1.2.2 Introduction
11 eukaryotic cells use a highly conserved mitogen-activated protein kinase (MAPK)
module as the central core of a variety of complex signal transduction pathways. These
pathways respond to many external stimuli and regulate numerous cellular processes. Each
MAPK cascade is typically comprised of three protein kinases: a MAP3K, or MEKK; a
MAP2K, or MEK; and a MAPK. These kinases are activated by sequential phosphorylation
(2, 39). Eukaryotic cells typicaliy contain multiple MAPK modules containing unique or
shared protein kinases that provide the bases for signal transduction specificity and cross
talk between signaling pathways. This regulation in tum may control the pattem of
signaling (i.e., transient versus sustained) andlor coordinate multiple biological processes in
response to a variety of environmental cues (for reviews, see references 6, 9, 14, 27, 29, 42,
and 48).
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The yeast Saccharomyces cerevisiae uses five MAPK cascades to respond to
different physiological stimuli. One cascade is required for a/a diploid celis undergoing
meiosis, and two cascades control the developmental processes of mating and
filamentation, while two other cascades control the response to environmental
osmostress—the high-osmolarity glycerol synthesis (HOG) pathway regulates response to
high-osmolarity stress, and the MPK pathway modulates response to low osmolarity and
challenges to ceil wall integrity (for reviews, see references 9, 15, 20, 23, 25, 29, and 43).
Components of these MAPK cascades are shared among different modules, including those
controlling mating, filamentation, and the HOG pathway (7, 17, 26, 28, 34, 35, 49).
Although the extent of sharing of these components varies among different pathways, the
common module among the mating, filamentation, and HOG pathways comprises at least
Stel lp (MAP3K) and its two regulators—Ste2Op and Ste5Op.
Ste2Op is the founding member of the PAK/Ste2Op kinase family. The activities of
these kinases are modulated by small GlPases of the Rho superfamily. Ste2Op is required
for the activation of Stel lp anti has been shown to phosphorylate Stel lp both in vitro anti
in vivo (8, 18, 51). SteSOp is also implicated in the regulation of Stellp activity. SteSOp
Iacks any currently identified enzymatic function but is involved in ail the signaling
pathways that require the function of Stel lp. The involvement of Ste5Op in the modulation
of Stel lp function is dependent on physical interaction of the two proteins through their
respective sterile-aipha motif (SAM) domains (17, 35, 49). This interaction appears to be
constitutive; however, modulation of the interaction through mutations bas been shown to
differentially influence Stel lp activity in the different pathways (17). The C-terminal part
of SteSOp is also required for its function, but this activity requires the presence of an intact
SAM domain (49). In contrast to its clear involvement in Stel Ïp regulation, littie is known
about the regulation of SteSOp itself.
Here, we show that SteSOp is a phosphoprotein that is phosphorylated at multiple
serine/threonine sites in intact ceils. We have identified one of these sites as amino acid
residue threonine 42. Casein kinase I (CKI) is capable of phosphorylating this residue in
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vitro. Preventing phosphorylation of tbreonine 42 by its replacement at this site with
alanine resuits in vivo in decreased signaling during the mating response but has no
detectable effect on signaling in the HOG pathway. Replacement of threonine 42 with the
phosphomimetic residue aspartic acid penuits the wild-type function of SteSOp in both the
mating and HOG pathways. It appears that phosphorylation of Ste5Op by casein kinase
activity in yeast modulates the function of Ste5Op, and this modulation may have different
effects in the different pathways that share the Stel lp-Ste5Op complex.
2.1.2.3 Materials and methods
2.1.2.3.1 MateriaÏs
Restriction endonucleases and DNA-modifying enzymes were obtained from New
England Biolabs and Amersham Biosciences. High-fidelity Taq thermostable DNA
polymerase and tablet protease inhibitors were purchased from Roche Molecular
Biochemicals. Acid-washed glass beads (450 to 600 tm in diameter), synthetic a mating
factor, protease inhibitors, and bovine serum albumin were purchased from Sigma. Œ
mating factor was dissolved in 90% methanol at a concentration of 1.0 mg/ml and stored at
—20°C. Plasmids pGEX-4T-3 and pGEX-2TK, glutathione-Sepharose beads, glutathione,
and protein AIG-Sepharose beads were obtained from Amersharn Biosciences. The
antibody against glutathione S-transferase (GST) was described previously (50). The anti
Ste5Op antibodies were raised in rabbits against bacterially expressed, purified GST
Ste5Op. GST-Ste5O protein fusions were detected using rabbit polyclonal anti-GST
antibodies (49). Rabbit polyclonal antibodies directed against Ste5p were described
previously (22). Anti-fus3 goat polyclonal antibodies were from Santa Cmz
Biotechnology. Nitrocellulose membranes were from Bio-Rad. Horseradisli peroxidase
conjugated secondary antibodies were from Santa Cruz Biotecbnology. The enhanced
chemiluminescence assay system was purchased from Amersham Biosciences.
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2.1.2.3.2 Yeast strains and manipulations
Yeast media, culture conditions, and manipulations of yeast strains were as
described previoulsy (40). Yeast transformations with circular or linearized plasmid DNA
were carried out after ireatment of yeast ceils with lithium acetate (40). The yeast strains
used in this study are iisted in Tableau 2-I.
Tableau 2-I Yeast strains used in this study
Strains Relevant genotype Source
W303-1A MATa ade2 ura3 his3 teu2 trpl cani R. Rothstein
W303-ÏB MATa ade2 ura3 his3 leu2 trpl cani R. Rothstein
YCW241 W303-1A FUSJ::LacZ::LEU2 Wu et ai, 1999
YCW315 W303-1A steSOA::TRPJ Wu et ai, 1999
YCW316 W303-1B ste5OA::TRPJ Wu et aI, 1999
YCW35O W303-1A ste2OA::TRPlste5O/i::Kan? This study
YCW36O MATa ura3 leu2 his3 ssk2A::LEU2 ssk22&:LEU2 Wu et ai, 1999
ste5OA:: TRP]
YCW365 MATa ura3 leu2 his3 ssk2A::LEU2 ssk22&:LEU2 Wu et al, 1999
ste5OA:: TRP1
YCW393 MATa his3 leu2 trpl ura3 steSOA::TRPJ sst]::hisG This study
FUS]: :LacZ: :LEU2
YCW466 MATa ura3 leu2 his3 ssk2A: :LEU2 ssk22A::LEU2 This study
STEJ 1SAM
YCW1151 MATa ura3 leu2 his3 ssklA:: KanR yck] yck2ts This study
STE11M
DC17 MATa his] J. Hicks
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2.1.2.3.3 Ptasmid constructions
Yeast expression constructs carrying different fragments of STE5O were generated
by PCR (41) using appropriate primers and cloned into pYEX-4T2. The starting plasmid
for constructing the STE5O mutants was pVL57 (49). To make Ste5Op (1-67), pVL57 was
digested with EcoRI and BglII, blunt ended with 14 DNA polymerase, and religated to
create pCW25O. b make Ste5Op(99-346), the fragment of STE5O was PCR ampÎified with
primers 0CW78 (5’-CGGGATCCATGAGAGACAGCAAGTTG-3’ [BamHI site is
underlined]) and OCWÏ8 (5’-GGGAATTCTTAGAGTCTICCACCGGG-3’ [EcoRI site is
underlined]), digested with BamHI and EcoRI, and cloned into pYEX-4T2 to give rise to
pCW2O6. b make the serine/threonine (S[f)-to-alanine (A) mutations in Ste5Op, site
directed mutagenesis by PCR was used with specific mutagenic primer pairs and flanking
primers of OCW18 and OCWÏO4: 5’-CGGAAFfCATGTCCCCTATACTAGG-3’, which
annealed to the GST sequence within pVL57. The PCR products were digested and cloned
as BanzHI-EcoRI fragments into pYEX-4T2, and mutations were confirmed by DNA
sequencing. pCW259 contains the serine 12-to-alanine mutation (S12A), pCW26O contains
S16A, pCW261 contains T24A, pCW262 contains S33A, pCW263 contains S36A,
pCW264 contains 142A, pCW265 contains S46A1T47A, and pCW266 contains T53A. b
make centromere-containing plasmid versions of the STE5O constructs that express STE5O
under its own promoter, the 5’-flanldng sequences of STE5O were amplified by PCR from
genomic DNA with primers 0CW87 (5’-TCCCCGCGGGTCCGGTGAAAAGTAT-3’
[Spel site is underlined]) and 0CW88 (5’-CGGGATCCTGATTTGCTATCICTGCTAG-3’
[EcoRI site is underlinedj). These PCR products were digested with BamHI and Spel and
cloned along with the BamHI-EcoRI fragment of STE5O from pVL57 into the Spel and
EcoRI sites of pRS3 16. The resulting construct, pCW267, contained an 800-hp 5’ flariking
sequence of STE5O with an added BamHI site upstream of the STE5O coding sequence. The
mutant alleles of STE5O were then cloned by exchanging the BamHI-EcoRI fragments from
pCW259, pCW26O, pCW261, pCW262, pCW263, pCW264, pCW265, and pCW266 with
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that of pCW267 to generate pCW276, pCW277, pCW27$, pCW279, pCW2$0, pCW28Ï,
pCW2$2, and pCW2$3. Plasmid pCW379 expressing Ste5Op with a substitution of aspartic
acid for 142 was created in a similar manner. Multiple S/T-to-A mutations were created by
multiple-round site-directed PCR mutagenesis. Several yeast constructs expressing Ste5Op
bearing multiple S/T-to-A substitutions as GST fusions were created: pCW372, with the N-
terminal six-Su substitution by A (6A); pCW373, with the N-terminal eight-S[f
substitution by A, except 142 (7A/T42); and pCW4O1, with the N-terminal eight-SIT
substitution by A (sA).
For bacterial expression constructs, pVL56 expressing the full-length Ste5Op in
pGEX-2TK was used as the starting construct. Plasmid pCW249 was created to express the
N-terminal amino acids (aa) 1 to 67 of Ste5Op by digesting pVL56 with EcoRI and BglII,
blunt ending it with T4 DNA polymerase, and religation. Plasmids similar to pCW249,
expressing the N-terminal 67 aa of Ste5Op, were created for ail the multiple S/T-to-A
mutants. Plasmid pCW36O had the substitution of alanine for threonine 42 (T42A),
pCW35S had the N-terminal five Su residues replaced with alanine (5A), pCW38O had the
N-terminal six 5/1 residues replaced with alanine (6A), pCW359 had the N-terminal eight
5/1 residues replaced with alanine (SA), and pCW381 had the N-terminal eight 5/1
residues replaced with alanine, except T42 (7A1T42).
2.1.2.3.4 Preparation of G$Tfusion proteins from Escherichia cou and yeast
The GST fusion proteins were expressed in E. cou strain UT5600 (New England
Biolabs), extracted, bound to glutathione-Sepharose beads, and eluted with glutathione as
previously described (51). The eluted proteins were then concentrated and washed with
storage buffer (50 mM Tris-HC1, pH 7.5, 200 mlvi KC1, 1 mlvi dithiothreitol, and 10%
glycerol) by centrifugation using the Centricon-30 system (Amicon Inc.) and stored at
—80°C. For yeast GST fusion expression constructs, including the yeast ORE protein kinase
library, celis were induced with galactose for 5 h with GAL promoter-driven GST fusion
vectors (55) or with the addition of 0.5 mM CuSO4 for 2 h with CUP] promoter-driven
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GST fusion vectors. Total celi extracts were prepared as described prcviously (49).
Purification of yeast GST fusion proteins were performed with yeast extracts and
glutathione-Sepharose beads according to the procedure dcscribed previously for
purification of E. cou GST fusion proteins (51). The eluted proteins were washed with
storage buffer, concentrated with the Cenfricon 30 system, and stored at —80°C.
3’ .2.1.2.3.5 Protetn kinase assays, P metabotic ÏabeÏzng, andphosphopeptide mappzng
In vitro kinase assays were performed essentially as described previously (51). The
reactions were carried out in 30 tI of kinase buffer containing 2 tM {y-32P]ATP (2 X i04
Ci/mol), and the reaction mixtures were incubated at 30°C for 30 min. The reaction mixture
was resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE),
and the labeled products were visualized by either autoradiography or phosphorimaging
(Molecular Dynamics).
The in vivo metabolic labeling with [32P]orthophosphate was performed with yeast
celis (ssk2 ssk22 ste5O) carrying different alleles of the STE5O gene as GST fusions under
the control of the CUF1 prornoter. Exponentially growing celis from selective medium
were inoculated into phosphate-free YPD medium (54) at an optical density at 600 nm
(0D600) of —0.2 for 3 h, and copper sulfate was then added to the medium to a final
concentration of 0.5 mM and incubated for 2 h. Approximately 10 0D600 units of celis were
then harvested, resuspended in 5 ml of fresh phosphate-free YPD medium containing 1.5
mCi of [32P]orthophosphate (Amersham Biosciences), and incubated for 1 h at 30°C. Yeast
total celi extracts were prepared, and Iabeled SteSOp was purified with glutathione
Sepharose beads as described for the purification of GST fusion protein from yeast. Two
dimensional (2-D) tryptic phosphopeptide mapping analysis was performed essentially as
described previously (3, 12).
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2.1.2.3.6 $ubceÏÏularfractionation of$te5ûp-containing protein complexes
Celis expressing GST-Ste5Op or GST-Ste5O-T42Ap were grown in liquid Ura
dropout medium to late exponential phase. The cultures were divided into two aliquots, and
one aliquot of each was treated with a-factor at a final concentration of 3 1.iM for 90 min at
30°C. Equivalents of 250 0D600 units of ceils were harvested by centrifugation; washed
with ice-cold extraction buffer containing 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mlvi NaC1, 10%
glycerol, 1 mlvi dithiothreitol, 2 mlvi EDTA, 50 mM NaF, 1 mlvi phenylmethylsulfonyl
fluoride, and 1 mlvi Na3VO4 and supplemented with protease inhibitor cocktail tablets
(Roche Molecular Biochemicals); and disrupted using a French press. The homogenates
were centrifuged at 6,000 x g for 5 min at 4°C to remove cell debris. The supematant
aliquots, corresponding to 50 0D280 units, were loaded on an eight-step (20 to 65%
[wt/wt]) sucrose gradient over a 65% (wt/wt) 2-ml sucrose pad with each step prepared in
50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mlvi NaC1, and 2 mM EDTA. The gradients were centrifuged
at 38,000 rpm in an SW41 swinging-bucket rotor (Beckman) at 4°C for 12 h. fractions
(—0.85 ml) were collected from the top of the gradient. Proteins from each fraction were
precipitated with 10% trichioroacetic acid, and the protein pellets were washed with ice
cold acetone, resuspended in SDS sample buffer, and subjected to immunoblotting
analyses.
2.1.2.3.7 Yeast mating and other assays
Plate mating tests were carried out as described previously (19). Quantitative mating
assays were carried out by a filter assay as described previously (21). f3-Galactosidase
activities were measured as described previously (19), with Miller units defined as follows:
(0D420 x 1,000)/(0D600 X t x V), where t is the time in minutes and V is the volume in
milliliters. Halo assays to test cdl growth inhibition in response to a mating factor were
performed as described previously (21).
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2.1.2.3.8 Photomicroscopy
Celis were grown to mid-log phase and fixed with formaldehyde at a final
concentration of 3.7% with 150 mlvi NaC1. The celis were viewed with a microscope
equipped with Nomarski optics, and microscopic photographs were acquired with a bOx
objective using a Micro Max camera (Princeton Instruments Inc.) with Northem Eclipse
imaging software (Empix Imaging Inc.) and processed using Adobe Photoshop for
Macintosh.
2.1.2.4 Resuits
2.1.2.4.] $te5ûp is o phosphoprotein in vivo and is phosphoîyÏated on multiple
serine/threonine residues
The functions of many signaling components are regulated through
phosphorylation. SteSOp has been shown to be one of the regulators of the MAPKKK
Stel lp and is involved in all the signal transduction pathways that need the function of
Ste bip (17, 28, 35, 36, 49). To examine if Ste5Op is phosphorylated in vivo, yeast ceils
expressing SteSOp as a GST fusion were metabolically labeled with [32P]orthophosphate.
GST-Ste5Op was then purified and analyzed by SDS-PAGE and autoradiography. As
shown in Fig. 1, Ste5Op was phosphorylated in vivo. The extent of phosphorylation of
SteSOp was not significantly affected by treatment with pheromone at 5 jM. Tryptic
phosphopeptide mapping revealed several labeled spots, indicating that SteSOp is
phosphorylated on multiple sites in vivo, as the GST protein alone is not labeled (8, 33).
Phosphoamino acid analysis indicated that the phosphorylation occurred exclusively on
serine/threonine residues (data not shown). Fragmentation of SteSOp showed that both the
N terminus (aa 1 to 67) and the C terminus (aa 99 to 346) were labeled in vivo (Fig. 1C).
The N terminus of Ste5Op contains all nine serine/threonine residues within the core $AM
domain (32, 44), and they are located in a single 53-residue tryptic peptide (see Fig. 5C).
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Figure 2-1 Ste5Op is phosphorylated in vivo
(A) GST-Ste5Op was expressed in a zlste5O strain, metabolically labeled with
[32P]orthophosphate in the presence (+) or absence (-) of 5 iM Œ mating factor for 1 h,
purified with glutathione-Sepharose, and resolved by SDS-PAGE. (B) Labeled GST-Ste5Op
from the gel in panel A was digested with trypsin and subjected to 2-D phosphopeptide
mapping analysis. TLC, thin-layer chromatography; TLE, thin-layer electrophoresis. (C)
Both the N- and C-terminal fragments are phosphorylated in vivo. Constructs expressing
the N-terminal (aa 1 to 67) and C-terminal (aa 99 to 346) portions of Ste5Op were expressed
as GST fusions and analyzed as described for panel A.
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2.1.2.4.2 Threonine 42 is important for $te5Op fttnction in the pheromone response
pathway
Given the functional importance (17, 35, 49) of the SAM domain (amino acid
residues 32 to 100) and the fact that this region of Ste5Op is phosphorylated in vivo, site
directed mutagenesis was performed to change ail of the S/T residues in the $AM domain
to A. To assess the role of the potential phosphorylation site(s), the single S/T-to-A
mutants, expressed as GST fusions under the control of the CUP] promoter on a 2im
plasmid, were first tested for the ability to suppress the mating defect of a ste2O ste5O
strain.
Both Ste2Op and SteSOp are regulators of Stel lp MÀPKKK. Deletion of STE5O
resuits in reduced mating, but the ceils are far from sterile, whereas ste2O ste5O strains are
completely sterile. However, overexpression of Ste5Op has been shown to partially
suppress the mating defect of ste2O mutants (52), and thus, the ste2O ste5O strain provides a
sensitive assay for Ste5Op function. We analyzed the S/T-to-A mutants of Ste5Op for the
ability to permit mating in the ste2O ste5O (YCW3 50) genetic background, since the mating
response in this strain depends solely on the firnction of SteSOp. As shown in f ig. 2A, the
yeast strain YCW35O (ste2O ste5O) transformed with only the vector plasmid showed no
detectable mating, whereas overexpression of wild-type Ste5Op, as expected, increases the
mating to a readily detectable level. Ail but one of the S/T-to-A mutants showed no
significant difference in the ability to confer mating competence compared to the level of
mating generated by wild-type Ste5Op. However, the T42A mutant was significantly
impaired in its ability to permit mating in the ste2O ste5O strain. In contrast, the 142D
mutant allowed mating at a levei comparable to that permitted by wild-type Ste5Op. The
phenotype observed was not due to different protein concentrations, because the steady
state levels of both mutant and wild-type SteSOp were very similar, as judged by Western
blot analysis (Fig. 2B). Quantitative mating analysis revealed that the SteSO-T42Ap mutant
caused a >30-fold decrease, compared to wild-type Ste5Op, in suppression of the mating
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defect of the ste2O ste5O strain (Tableau 2-II), while the T42D mutant functioned
essentially like wild-type Ste5Op. These observations suggest that T42 may need to be
phosphorylated for Ste5Op to perform its function in the mating pathway.
(A)
Growth Mating
T53A
Vector
L T42D
Strain: YCW35O (ste2O4 ste5OA)
Plasmid:pYEX-4T-Ste5Op
(B)
Btot: ocCST
i-GST-Ste5Op
Figure 2-2 Replacement of threonine 42 of SteSOp with alanine abolislies its ability to
suppress tlie Aste2O defect in mating
(A) Yeast strain YCW35O (MA Ta Aste2O Aste5O) was transformed with the various $TE5O
alleles indicated as GST fusion constructs under the control of the CUP] promoter and
tested for both growth (left) and ability to mate with tester strain DC17 (MATa his]) by
plate mating assay. The mating was performed for $ h at 30°C, and diploids were then
selected on minimal medium (right). (B) Western blot analysis of the expression of the
various Ste5Op constructs. Yeast celi extracts from strains used in panel A were prepared,
resolved on SDS-PAGE, and probed with an anti-GST antibody (aGST).
46A/T47A
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Tableau 2-II Influence of Thr42 of SteSOp on the mating response of yeast with riste2 O
orSTE11M
Relevant genotype Mating efficiency*
$te2OA steSOA# STE11M ssk2A ssk22A”
Vector <0.1x105 3.0±0.4x i0
STE5OvT 340 ± 2.0 xlOE5 450.0 ± 40.0 x i05
STE5OT42A 1.0 ± 0.5 x iO 6.6 ± 0.5 x105
STE5OT421 40.0 ± 2.0 xlOE5 360.0 ± 30.0 x105
Strains used were YCW35O (MATa ste2OA ste5OA) or YCW466 (MATa $TE11’M ssk2ri
ssk22A) transformed with STE5O alleles indicated. Ah STE5O ahleles were expressed as
GST fusions from CUP1 promoter from 2 plasmid.
# Mating efficiency is the number of diploids formed with the MATa tester strain DC17
cehis divided by the number input MATa ceils in the mating mixture at the begining of the
experiment multiphied by 100. The data are expressed as the average of three repetitions
with SD indicated.
2.1.2.4.3 Phosphotytation of threonine 42 is required to suppress the mating defect of
Stel 1SAMp
The SAM domain of Stel lp is required for its proper function, as removal of this
motif resuits in complete loss of Stel lp activity in the HOG pathway branch and greatly
reduces the mating response (17, 35, 49). Intriguingly, the mating defect of Stel YSAMp
strains was sensitive to the expression level of Stel lp: the chromosomal-level expression
of an integrated allele generated an extremely low mating level that was close to sterile,
while overexpression led to an almost complete suppression of the mating defect (17, 49).
We constructed a strain with an integrated allele of STEJ] containing a deletion of aa 26 to
130 within the SAM domain (STEJJSAM). This strain had a very low level of mating
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response and behaved essentially as if it was sterile in plate mating assays. We found that
overexpression of Ste5Op from the CUPJ promoter as a GST fusion protein could partially
suppress the mating defect of the STE]]SAM strain (Fig. 3, second panel from left), even
though the Stel 1SAMp protein has no detectable interaction with Ste5Op (17, 49). This
suppression of the mating response requires the activity of SteÏ1SAMp, since
overexpression of Ste5Op did not improve the mating of steil cells (data flot shown).
However, overexpression of Ste5Op was unable to make the osmosensitive ssk2 ssk22
STEJ1SAM strain capable of growth on high-osmolarity medium (Fig. 3, third panel from
left). Although overexpression of Ste5Op resulted in partial suppression of the STEJJSAM
mating defect, it did not allow a detectable pheromone-induced celi cycle arrest as
measured by halo assay or permit either significant induction of a fUS]::LacZ reporter or
typical pheromone-induced morphogenesis (data not shown).
The mechanism of suppression of the Ste11SAMp signaling defect by
overexpression of Ste5Op is unclear. However, due to its sensitivity, this system was also
used to assay the Ste5Op mutants for the ability to suppress the signaling defect of
Stel 1SAMp. Ail the $IT-to-A mutations except T42A were able to suppress the mating
defect of Stel 1SAMp to a level identical to that generated by the wild-type Ste5Op.
However, the T42A mutation almost completely blocked the ability of Ste5Op
overproduction to suppress the mating defect of Stel 1SAMp (Fig. 3, second panel from
left; Table II). In contrast to the T42A substitution, the T42D mutation was able to suppress
the Ste11SAMp mating defect just like the wild-type Ste5Op, suggesting that
phosphorylation of Ste5Op on T42 is required for the suppression function. Like the wild
type Ste5Op, none of the Ste5Op SIT-to-A mutants or the T42D mutant was able to suppress
the Stel 1SAMp signaling defect in the HOG pathway, although they ail complemented
Ste5Op function in the ssk2 ssk22 ste5O strain and permitted growth on high-osmolarity
media (Fig. 3, right panel). This is consistent with previous observations that the interaction
between Stel lp and Ste5Op through their respective SAM domains is absolutely required
for HOG pathway function (17, 35, 49).
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H
Strain:YCW466
STEJ I1SAM ssk24 ssk22A
Plasmid: pYEX-SteSO
Figure 2-3 Replacement of tlireonine 42 of Ste5Op witli alanine abolislies its ability to
suppress the STEJL4 SAM defect in mating
Yeast strain YCW466 (MATa STE11ASAM Assk2 Assk22) was transformed with the
STE5O alleles indicated and tested for growth (left), for the ability to mate with tester strain
DC17 (MATa his]) by selecting for diploids on minimal medium (second panel from left),
and for the ability to grow on high-osmolarity medium containing 1.25 M sorbitol (third
panel from left). Both the T42A and T42D alleles of Ste5Op complement wild-type (WT)
SteSOp function to allow strain YCW365 (Aste5O Assk2 Assk22) to grow on high
osmolarity medium containing 1.25 M sorbitol (right). Vec, control vector.
2.1.2.4.4 Threonine 42 preferentiatly regulates the ftrnction of Ste5Op in the pherornone
response pathway
We next assessed the role of the potential regulatory phosphorylation site threonine
42 in functional-complementation assays. For these experiments, the T42A, T42D, and
wild-type versions of Ste5Op were expressed under the control of the STE5O promoter on a
centromere (CEN) plasmid and tested for the ability to complement ste5O in both the
Strain:YCW365
ste5Oz s.rk2A ssk22A
Plasmid: pYEX-SteSO
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pheromone response and the HOG pathways. We found that the T42A mutant showed a
defect in pheromone response as measured by FUS]: :LacZ induction. Figure 4B shows that
the Ste5O-T42Ap mutant was less responsive than the wild-type protein, as indicated by the
dose-response curve for FUSJ::LacZ induction. In addition, the mating efficiency decreased
-10-fo1d compared to the wild type. (Mating efficiencies were as follows: STE5O, 13.8 ±
1.05; STE5O-T42A, 1.70 ± 0.20; STE5O-T42D, 18.0 ± 0.34; vector, <0.1 ± 0.05. The strain
used was YCW315 [MAT a ste5O::TRP]] transformed with the STE5O alleles mentioned
above. Ail STE5O alleles were carried on the CEN plasmid and expressed under the control
of its own promoter. The mating efficiency is the number of diploids formed with the
MATŒ tester sixain DC17 celis divided by the number of plasmid-containing MATa ceils in
the mating mixture at the beginning of the experiment multiplied by 100. The data given
are expressed as the averages of three repetitions ± standard deviations.) However,
replacement of Thr42 with the phosphomimetic aspartic acid residue created no discemible
phenotype, suggesting that phosphorylation of Thr42 is involved in the proper functioning
of SteSOp. The phenotypes observed were not due to differences in protein concentrations,
because the steady-state levels of both mutant and wild-type SteSOp proteins were very
similar, asjudged by Western blot analysis (Fig. 4C).
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Figure 2-4 Phosphorylation of threonine 42 of Ste5Op is required for the proper
pheromone response
Yeast strain YCW393 (ÏVL4TaA ste5û::TRP] fUS]::LacZ::LEU2 sst]::hisG) was
transformed with STE5O alleles expressed from its own promoter on a CEN plasmid or with
a control vector. Exponentially growing celis were treated with the indicated concentrations
of a mating factor (aF) for 4 h. (A and B) Ceil morphology was monitored by microscopy
(A), and mating-specific transcriptional activation was measured by 13-galactosidase assays
(B) as described in Materials and Methods. Each data point represents the average of
triplicates ± standard deviation. (C) The steady-state level of Ste5Op protein before
induction was analyzed by Western blotting with an anti-Ste5Op (aSte5Op) polyclonal
antibody. The arrowheads indicate SteSOp; the lower hand is likely to be a degradation
product.
2.1.2.4.5 Threonine 42 is phosphoiyÏated by CKI in vitro
To identify the kinase that is responsible for the phosphorylation of Thr42 of
Ste5Op, we first identified the protein kinase(s) that could phosphorylate Ste5Op in vitro.
Ste5Op was expressed and purified as a GST fusion protein from E. cou and used as a
substrate in a kinase assay screen with a yeast kinase library (see Materials and Methods).
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The protein kinases from the library were purified from yeast as pools of eight kinases. The
positive pools were then deconvoluted to identify candidate kinases. This in vitro kinase
screening identified Ycklp, Gin4p, and Rimi lp as kinases capable of phosphorylating
Ste5Op in vitro (Fig. 5A). Further analysis showed that Ycklp phosphorylated both the N-
terminal portion (aa 1 to 67) and the C-terminal portion (aa 99 to 346) of Ste5Op, whereas
Gin4p phosphorylated only the C-terminal portion. Rimi lp phosphorylated both the N- and
C-terminal fragments of Ste5Op but gave a relatively weak signal on the N terminus of the
protein (Fig. 5B). These results identified Ycklp andlor Rimi lp as a candidate kinase for
the phosphorylation of Thr42 of SteSOp. Sequence analysis indicated that Thr42 matches
well with the canonical consensus sequence (DIE),,-X-X-Sfr (where D/E is aspartic acid or
glutamic acid, SIT is serine or threonine, X is any amino acid residue, and n = 1 to 3) for
CKI phosphorylation (reference 45 and references therein). To determine if Thr42 of
SteSOp is phosphorylated by Ycklp in vitro, the aa 1 to 67 fragment of SteSOp, which
contains all the S/T residues in the SAM domain (Fig. 5C), was subcloned from the various
mutants. These fragments were expressed, purified from E. cou, and used as substrates in
the in vitro kinase assays with Ycklp. The resuits of the kinase assays are summarized in
Fig. 5D. The fragment aa 1 to 67 of wild-type SteSOp was phosphorylated extensively by
Ycklp, indicating that it is a good in vitro substrate for the kinase. In contrast, the
phosphorylation was totally abolished when the first eight S/T residues in this fragment
were mutated to alanine residues (sA), indicating that the Ycklp phosphorylation site(s) is
among the first eight 5ff residues. The $A construct also served as a negative control for
the kinase assay to show that Ycklp does flot phosphorylate the GST part of the fusion
protein. In contrast, the SteSOp fragment with ail of the first eight 5ff residues except
Thr42 mutated to alanine residues (7AJT42) was a good substrate for Ycklp, indicating that
the Thr42 residue of SteSOp represents a good Ycklp phosphorylation site in vitro. To
check if Thr42 was the sole Ycklp phosphorylation site, the SteSOp fragment (aa 1 to 67)
with only the T42A mutation was used in the kinase assay. The Ste5O(1-67)T42Ap
fragment was efficiently phosphorylated by Ycklp, indicating that Thr42 is not the sole
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Ycklp phosphorylation site in this region of Ste5Op. Other Ycklp in vitro phosphorylation
sites are Iimited to the first five Sf1 residues, since the SteSO(1-67)p fragment with the first
six Sf1 residues (including 1hr42) mutated to alanine was not phosphorylated by Ycklp.
Neither Gin4p nor Riml lp phosphorylated the T42 site of SteSO in vitro using Ste5O(1-
67)7AJT42p as a substrate (Fig. 5E), indicating that T42 is phosphorylated specifically by
Ycklp in vitro, although there is stiil the possibility that Riml lp phosphorylates other Sf1
sites within the first 67 aa of SteSOp.
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Figure 2-5 Protein kinases Ycklp, Gin4p, and Rimllp phosphorylate GST-SteSOp in
vitro, and tlireonine 42 of Ste5Op is phosphorylated in vitro by Ycklp
(A) Protein kinases Ycklp, Gin4p, and Rimi lp isolated from yeast as GST fusions were
tested for the ability to phosphorylate purified GST-SteSOp in vitro. The positions of
phosphorylated GST-SteSOp and GST are indicated. +, present. (B) The N-terminal
fragment of SteSOp is phosphorylated by Ycklp. The N-terminal and C-terminal fragments
of SteSOp were expressed and purified from bacteria and used as substrates in vitro for the
protein kinases indicated. The positions of the N-terminal and C-terminal fragments of
SteSOp as GST fusions are indicated. (C) Amino acid sequence of the N-terminal fragment
of SteSOp. The alanine substitutions are indicated, and the names of the conesponding
mutants are indicated on the right. wt, wild type. (D) The N-terminal fragment (aa 1 to 67)
of SteSOp with various alanine substitutions was purified from bacteria and used as a
substrate in the in vitro kinase assay with Ycklp. The 32P-labeled GST-SteSOp(1-67) is
shown in the autoradiogram above, and the amounts of protein used in the kinase assay are
155
shown as Coomassie staining below. (E) Threonine 42 of Ste5Op is flot phosphorylated
either by Gin4p or Rimi lp. GST-Ste5Op(1-67)7A1T42 was used as a substrate in the in
vitro kinase assays with Ycklp, Gin4p, and Rimi lp under the same conditions as for panel
D. The autoradiogram (top) and the input protein indicated by Coomassie staining (bottom)
are shown.
Although the screen identified only Ycklp as a Ste5Op in vitro kinase, three other
casein kinase isomers (Yck2p, Yck3p, and Hrr2Sp) exist in S. cerevisiae. We asked
whether these other casein kinase isomers could also phosphorylate Ste5Op in vitro. Yck2p
and Hn25 (Yck3p was found not to be expressed in the library) were individually purified
from the yeast expression library and used in the kinase assay and were found to effectively
phosphorylate both the full-length GST-SteSOp and the N-terminal region (aa 1 to 67) of
Ste5Op in vitro. These kinases also phosphorylated GST-Ste5O(1-67)7A[f42p, but not
GST-Ste5O(1-67)$Ap, in vitro (data not shown).
2.1.2.4.6 Ste5Op is phosphotytated on threonine 42 in vivo
To confirm that Thr42 was phosphorylated in vivo, the 8A and 7A1T42 mutants, as
well as the wild-type Ste5Op, were expressed as GST fusion proteins in a yeast strain with
STE5O deleted and then subjected to [32Pjorthophosphate metabolic labeling. The labeled
Ste5Op was purified, resolved by SDS-PAGE (Fig. 6A), and analyzed by tryptic
phosphopeptide mapping. As shown in Fig. 6B, a single phosphopeptide that was observed
on the maps of both the wild-type and the 7A1T42 mutant was absent from the map of the
8A mutant. Since the only difference between the $A and 7A1T42 mutants was that Thr42
in the 7AJT42 mutant was replaced by a nonphosphorylatable alanine in the 8A mutant,
Thr42 of SteSOp was the only residue responsible for the appearance of the phosphopeptide
that was absent in the map obtained from the $A mutant. This result strongly suggests that
Thr42 of Ste5Op was phosphorylated in vivo, most likely by a CM isomer.
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Figure 2-6 Ste5Op is phospliorylated on tlireonine 42 in vivo
SteSOp wild type (WT) and the 7A/T42 and 8A mutants were expressed as GST fusion
proteins and metabolically labeled with [32P]orthophosphate and purified with glutathione
Sepharose beads. (A) The labeled SteSOp was resolved on SDS-PAGE; the arrowheads
indicate GST-SteSOp. (B) The hands corresponding to SteSOp in panel A were excised,
digested with trypsin, and subjected to 2-D phosphopeptide mapping. The arrows indicate
the positions of a phosphopeptide which is present in the maps of both wild-type Ste5Op
and the 7A1T42 mutant but absent ftom the map of the $A mutant.
2.1.2.4.7 T42D does not bypass the requirement for CKI activity for efficient mating
The above-mentioned data show that Thr42 is phosphorylated by CKI and that the
SteSOp T42A mutant is unable to suppress the mating defect of strains with $TE1JSAM,
suggesting that phosphorylation of SteSOp on Thr42 is required for the suppression effect.
To determine if the phosphomimetic mutant (T42D) of SteSOp is able to bypass the
requirement for yeast CKI activity in this process, we constructed a yeast strain with the
genotype STE]1SAM sskl yckl yck2!s. This strain (YCW1 151) was temperature sensitive
for growth at 37°C and had a nearly sterile phenotype at room temperature, as judged by
plate mating assays; $8K] was also deleted to make the strain hyperosmotically sensitive,
which can be useful for other assays. This strain was transformed with the overexpression
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constructs STE5O, STE5O-T42A, and $TESO-T42D, as well as a control vector, and the
transformants were tested for their mating responses. As expected, both wild-type SteSOp
and T42D suppressed the mating defect of the strain at 25°C, whereas the T42A mutant,
like the control vector, failed to do so. At the nonpermissive temperature (37°C), the T42D
mutant should be able to mate if phosphorylation of Ste5Op Thr42 by YCK activity was the
only requirement for the suppression of the mating defect of $TEJ]SAM. However, we
found that Ste5O-T42Dp was unable to give rise to a detectable level of mating, as judged
by the plate mating assay (Fig. 7). This resuit is consistent with the observation that CKI
activities are involved in multiple physiological processes, including mating (5, 16), some
of which are collectively essential in S. cerevisiae (38, 47).
Growth
___________
Figure 2-7 Replacement of T42 of Ste5Op with aspartic acid does not bypass the
requirement for Ycklp and/or Yck2p to suppress the mating defect ofSTE1JASAM
Yeast YCW1 151 (MATa ura3 Ïeu2 his3 A ssk]::KanR yckl yck2 [supi]ts STE]] A SAM)
was transformed with various STE5O alleles (described in Figure 3) and control plasmid
(Vec) as indicated. The cells were tested for the ability to mate both at 25 (room
temperature [RT]) and 37°C with the tester strain DC16 (MATa his]). For mating at 37°C,
both the tester and the strain to be tested were preincubated for 2 h before the two strains
were mixed to start the mating process at the same temperature for five more hours and
Mating
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then selected for diploids on a minimal medium plate. For mating at 25°C, the mating was
allowed to proceed for 5 h at 25°C, and diploids were then selected at 37°C. WT, wild type.
2.1.2.4.8 fie T42A mutation alters the subcellularfractionation profile ofSte5Op
Since 142 is located within the N-terminal SAM domain core, we used a GST resin
pull-down assay to examine whether the observed defect in the mating response was due to
altered interaction of Ste5O-T42Ap with Stel lp. To this end, the wild-type, T42A, and
T42D versions of Ste5Op expressed as GST fusion proteins, together with a control vector,
were cotransformed with Myc-tagged Stel lp (49). The GST fusion proteins were purified
on glutathione-Sepharose beads, and the presence of Stellp was analyzed by Western
blotting using an anti-Myc antibody (9E10). As shown in Fig. 8A, there was no significant
difference in the amount of Myc-tagged Stellp brought down by the wild type or the Thr42
mutants (either T42A or T42D) of SteSOp. This suggests that phosphorylation of Thr42
does flot play a major foie fl modulating the interaction of SteSOp with Stel lp.
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Figure 2-8 The T42A mutation retained the abiity to interact with Stellp but altered
the subcellular fractionation profile of Ste5Op
(A) T42A of Ste5Op does flot alter the association between Ste5Op and Stel lp. Yeast strain
YCW315 (MATa Aste5O::TRPJ) was cotransformed with pCW199 (Myc-tagged Stellp)
and various STE5O alleles as GST fusions as indicated. Total cell extracts were prepared
from —J0 exponentialiy growing ceils and incubated with glutathione-Sepharose beads
(GSB). The beads were washed, ami bound proteins were analyzed by immunoblotting
them with an anti-Myc (aMyc) (9E 10) monoclonal antibody for the presence of Stellp
(top) and an anti-GST (aGST) antibody for GST-Ste5Op (middie). The presence of Myc
Stel lp in ail the samples at similar levels before GSB pull-down is shown in the bottom
blot, which represents - 1/10 of the ceil extract used in the pull-down experiment. (B to D)
Total celi extracts from YCW3 15 expressing ether GST-SteSOp or GST-SteSO-T42Ap were
fractionated on sucrose gradients. Proteins from each fraction were subjected to
immunoblot analyses with the indicated antibodies.
Top Bottom
(B)
—
SteSO-T42Ap
SteSOp
SteSO-T42Ap
SteSOp
fus3p
— Ste5p
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However, signaling protein complexes usuaily involve multiple interactions among
their components, so we asked whether the mutation had any influence on the formation of
Ste5Op-containing protein complexes in vivo. We fractionated ccli extracts using sucrose
velocity gradients and analyzed the protein distributions by immunoblotting. Comparative
analysis of the fractionation profiles showed that the distribution of GST-Ste5O-T42Ap was
significantly different from that of the GST-Ste5O protein. Fractionation of the ceil extracts
prepared from asynchronousiy growing ceils reveaied that both GST-Ste5Op and GST
Ste5O-T42Ap were found in the light pool near the top of the gradient but that only the
wild-type protein was found with heavy protein complexes at the bottom of the gradient
(Fig. 8B). These differences became even more apparent when we analyzed the distribution
of the GST-Ste5Op-containing protein complexes prepared from pheromone-treated celis.
Pheromone treatment resuited in more of the wild-type Ste5Op pool shifting to the bottom
of the density gradient. In contrast, pheromone treatment did flot efficientiy recruit the
mutant Ste5O-T42Ap to these heavy protein complexes; the majority of the T42A
substituted protein remained at the top of the gradient (Fig. $C). We aiso examined the
distributions of both Ste5p and Fus3p from pheromone-treated ccli extracts in the density
gradient. As show in Fig. $D, this heavy fraction includes much of the Fus3p and
essentialiy ail of the Ste5p. These changes in the cosedimentation profiles suggest that the
mutant Ste5Op may be ineffectively associated with pheromone signaling complexes.
2.1.2.5 Discussion
MAP3K nodes are important for the regulation of MAPK modules. One of the best
studied IVIAP3K proteins is Stel lp, which is shared by several signaling pathways in the
yeast S. cerevisiae (24, 28, 34). Ste5Op is an important regulator of Stel lp function (17, 35,
36, 49). Despite this reguiatory role piayed by Ste5Op in the MAPK cascades that share
Stel lp, littie is known about the regulation of Ste5Op itseif. In an attempt to gain some
insight into the role that phosphorylation may play in modulating the function of SteSOp,
we estabiished by 2-D tryptic phosphopeptide mapping anaiysis that Ste5Op is
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phosphorylated on multiple serine/threonine residues in vivo. One of these sites of
phosphorylation is a target for CKI activity, and this site plays a role in the regulation of
Ste5Op function.
Using a yeast protein kinase library (55), we identified several protein kinases,
including Ycklp, that can phosphorylate GST-Ste5Op in vitro. It is evident that our screen
may not have identified ail possible protein kinases that could phosphorylate GST-Ste5Op
in vitro for two reasons: first, not ail the protein kinases are present or expressed in the
library; second, expression of multiple kinase clones as a pool may lead to the loss or
underrepresentation of those clones that grow slowiy. For example, Yck3p was flot found in
the library, and while Yck2p and Hrr25p were present in the library and were active as
individual proteins, they were flot picked up in the first round of the in vitro kinase screen
using the pools of eight kinases. Nevertheless, this genomewide screen provides an
approach to identify candidate kinases for a specific substrate in the absence of genetic or
biological information.
We focused our study on the N-terminal portion of SteSOp, since it contains the
functionally important and relatively welI-studied SAM domain (17, 32, 35, 36, 49). The in
vitro kinase assay established that Thr42 of Ste5Op was phosphorylated by CKI. Although
initially only Ycklp was identified as a relevant kinase, further analysis using other purified
CM isomers (Yck2p and Hrr2Sp) indicated that ail yeast CKI isomers tested were able to
phosphorylate GST-SteSOp in vitro. It is flot surprising that CM isomers lack specificity in
the in vitro assay. It is believed that regulation of the specificity of this family of kinases is
controlled in part by their spatial localization and proximity to substrates (13). Thus, more
detailed in vivo studies in which both spatial organization and temporal regulation of CM
activity is maintained will be necessary to address the question of which YckI isomer(s) is
responsible for the phosphorylation of T42 of Ste5Op in vivo. However, it is perhaps
significant that Ycklp andlor Yck2p is localized to the plasma membrane, where the
mating response signais are initiated.
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The CKI family of protein kinases is a group of highly related, ubiquitously
expressed serine/threonine kinases found in ail eukaryotic organisms from protozoa to
mammais. With a wide subcellular distribution that includes the plasma-organelle
membranes, the cytoplasm, and the nucleus, CKI family members have been implicated in
diverse roles that control critical physiological processes, such as Wnt signaling, circadian
rhythms, DNA repair, and nuclear import (31, 45, 56). There are at least seven CKI isomers
that have been characterized in mammals (13, 45). Recently, it has been elegantly shown
that CKIct, in concert with the glycogen synthase kinase-3 protein kinase, is responsible for
the hyperphosphorylation of j3-catenin, which is required to target f3-catenin for degradation
in the Wnt signaling pathway. CKI is required for the “priming” phosphorylation event (1,
53). CM bas also been shown to phosphorylate the NF-AT4 transcription factor to mask its
nuclear import signal and thus regulate its subcellular localization (56).
The yeast S. cerevisiae has four CKI gene homologues: HRR2S and YCK3 are an
essential pair that are involved in processes such as DNA repair and protein vesicle
transport (47), whereas the YCK] and YCK2 genes, which provide ail the plasma membrane
CM activity, comprise another pair encoding an essentiai function (38). Ycklp and Yck2p
have been shown to associate with the plasma membrane, to iocalize to sites of polarized
growth, and to act in morphogenesis and septin organization (37, 38). It has been shown
that yeast Ycklp and Yck2p are responsible for the phosphorylation of plasma membrane
localized proteins, inciuding the HtATPase (10) and the a-factor receptor, Ste2p (16). The
phosphorylation of Ste2p provides the signal for ubiquitination and internalization of the
receptor (16). Yeast celis containing Ste2p variants that have C-terminai phosphorylation
sites rnutated show mating response defects, such as increased sensitivity to a-factor and
moderately decreased mating efficiency (5). Similarly, the signai for ubiquitination and
subsequent intemalization of Ste3p, the a-factor receptor, is also mediated by Ycklp/Yck2p
phosphorylation within the PEST-like sequence of the receptor. In this case, however, the
phosphorylation is constitutive and independent of ligand binding (11, 30). Overexpression
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of Ycklp bas also been reported to interfere with pheromone-induced ceil cycle arrest in
wild-type yeast cells (4).
It appears that residue Thr42 of Ste5Op needs to be phosphorylated for a proper
mating response, since the 142A mutation causes a defect in mating. The defect is not
likely due merely to a structural change, since T42D-containing proteins behave
indistinguishably from wild-type proteins. Furthermore, in yeast strain YCW365 (ssk2
ssk22 ste5û), both the T42A and T42D alleles complement Ste5Op function in the HOG
pathway in a manner indistinguishable ftom that of the wild type, suggesting that the
interaction between Stel lp and Ste5Op is flot affected. This notion is supported by the fact
that both the T42A and T42D versions of SteSOp can pull down Stel lp as welI as the wild
type protein does. The residue Thr42 of SteSOp is located in the first helix of the SAM
domain in the alignment with the structure of the Eph receptor SAM domain (43). Although
the residue at this position is flot highly conserved at the primary sequence level, many
SAM domains from a variety of organisms have an acidic glutamic or aspartic acid residue
at the 1hr42-equivalent position (44). Interestingly, T42A, but flot T42D, is severely
defective in its ability to suppress the mating defect of Stel 1SAMp, which has no
detectable interaction with Ste5Op (17, 35, 49), suggesting that phosphorylation of SteSOp
at 142 may be required to maintain or ampiify a weak mating signal generated from the
crippled Stel lp kinase. There is no suppression observed with a ste]] nul! mutation
through overexpression of Ste5Op, suggesting that the suppression is not taking place at a
step downstream of Stel lp.
Our subcellular-fractionation results suggest that Ste5O-T42Ap has an altered ability
to form heavy protein complexes compared to the wild-type protein (Fig. 8). Such
alteration may resuit in less SteSO-T42Ap localizing to the pheromone signaling protein
core complex and thus lead to inefficient signaling. Overail, it appears that phosphorylation
of residue Thr42 is important for the function of SteSOp in the mating response pathway,
but intriguingÏy, the role of SteSOp in the HOG pathway does flot appear to be influenced
by the phosphorylation state of T42. This suggests that although the role of SteSOp is to
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serve as a coactivator of Stellp in both pathways, posttranslational modifications of the
protein can alter its relative effectiveness in one pathway or the other. Although our
metabolic-labeling resuit indicated that the general phosphorylation of Ste5Op did not seem
to be affected by pheromone treatment and appeared to be constitutive, we cannot rule out
the possibility that some phosphorylation site(s) may be dynamically regulated. Because the
Yckl and Yck2 proteins exhibit Iocalization to sites of polarized growth that overlap with
the observed localization of proteins like Ste2Qp, it is possible that the modulation of
Ste5Op function through casein kinase phosphorylation of Thr42 acts to fine tune the
activation of Stellp in the mating pathway. Ycklp and Yck2p also phosphorylate
pheromone receptors and signal their intemalization, which is necessary for proper mating
functions, such as orientation or reorientation of mating projections (16, 46). Althougli the
low level of expression of endogenous Ste5Op and Stel lp has precluded their direct cellular
localization, they function as parts of complexes that are localized to mating projections.
Sharing components among different MAPK cascades is a common phenomenon in
eukaryotes. Although our understanding of why this architecture lias evolved and how these
shared components are differentially regulated is far from clear, it is generally accepted that
celis use the sharing of MAPK cascade components to coordinate physiological processes
among different pathways. It is conceivable that fine tuning of the signal distribution of the
shared components is required for the differential regulation of specific pathways. In this
case, the Ste5Op function in the mating pathway may be fine tuned by yeast CKT-directed
phosphorylation.
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2.1.3 Épilogue
Quelques années plus tard, d’autres travaux vinrent encore approfondir la question de la
relation entre Ste5O et Stel 1 dans la spécificité des signaux relayés par cette dernière
(Lamson et al, 2006; Truckses et al, 2006; Wu et al, 2006a). On y démontre notamment
l’importance du ciblage membranaire de Stel 1 pour son activation. La protéine Opy2 est
également identifiée comme partenaire de SteSO permettant à Stell d’activer
spécifiquement la voie Hogi (Section 1.3.3, page 35).
2.1.4 Données supplémentaires
Les connaissances au moment où ces expériences ont été entreprises suggéraient
que Stel 1 régulait l’activité biologique de SteSO par phosphorylation. En effet, Stel 1 peut
phosphoryler Ste5O in vitro, notamment dans sa partie N-terminale. En revanche, ce n’est
pas le cas in vivo puisque SteSO demeure autant phosphorylée en présence qu’en absence de
Stel 1. Il n’en demeure pas moins que SteSO est phosphorylée in vivo, ce qui en soi mérite
une étude approfondie.
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Figure 2-9 Phosphorylation de Ste5O in vitro et in vivo
A) Essai kinase de Stel 1 sur des mutants de délétion de Ste5O suggérant une
phosphorylation prépondérante parmi les 100 premiers résidus. B) Cartes
phosphopeptidiques de Ste5O telle que phosphorylée par in vitro par Ste 11 (panneau de
gauche), ou suivant un marquage métabolique au [32P] (in vivo; panneau de droite). Les
flèches indiquent le lieu du dépôt sur la plaque de cellulose. Les cercles dénotent des
phosphopeptides apparemment correspondants. C) Marquage métabolique de Ste5O
exprimée dans une souche de type sauvage (wt) ou dépourvue de Ste (Stel lA) suite à un
traitement aux phéromones (Facteur a) ou un choc osmotique (NaC1).
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Figure 2-10 Comportement biochimique du mutant T42A
Marquage métabolique au [32P] de mutants de Ste5O. A) Autoradiogramme (panneau
supérieur) et membrane traitée au Rouge Ponceau (panneau inférieur) révélant des
différences de migration électrophorétique en absence de la thréonine 42 de Ste5O. B)
Cartes phosphopeptidiques avec phosphopeptide récurrant (cercles rouges) chez Ste 50 de
type sauvage (wt) et chez plusieurs mutants à l’exception du 8A.
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2.2 Phosphorylation of serine 283 is required for ERK1 nuclear
function
2.2.1 Contexte
L’importance de la phosphorylation des résidus thréonine et tyrosine du motif TEY
de ERK1/2 pour l’activité catalytique et la localisation subcellulaire n’est plus à démontrer.
Toutefois, des évidences de phosphosérine laissent sous-entendre qu’il y au moins un autre
site de phosphorylation. Cette étude a pour but l’identification et la caractérisation d’un de
ces résidus ainsi que la détermination de son rôle dans les signaux relayés par ERK1.
2.2.2 Manuscrit pour soumission à EMBO Journal
Le manuscrit présenté ci-dessous a été adapté au gabarit de la thèse. Son format ne
correspond pas en tous points à celui spécifié par les éditeurs de EMBO J., mais le texte et
les figures sont identiques à ceux du manuscrit qui sera soumis sous peu.
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2.2.2.1 Abstract
The ERK1/2 MAP kinase pathway plays a pivotai role in many ceilular processes
including growth, differentiation and survival. Upon activation by the cytoplasmic anchors
and upstream kinases MEKÏ and MEK2, ERK1/2 are phosphorylated on their activating
threonine and tyrosine residues, thereby causing a significant increase in catalytic activity
accompanied by their nuclear transiocation. Here, we identify serine 283 as a nove!
phosphorylated residue located next to the MAP kinase insert of ERK1. Phosphorylation of
this highly conserved residue does flot modulate ERK1 phosphotransferase activity in vitro
and in vivo. Luciferase reporter assays and immunofluorescence experiments on ceils co
expressing MEKÏ and ERKÏ variants in the presence or absence of leptomycin B
demonstrate that serine 283 is required for ERK1 nuclear entry and gene induction. NLS
and NES-tagged ERK1 also displayed lower nuclear activity. Despite retaining its Common
Docking capabilities, the ERK1 S283A mutant, is defective in MEK1 and nucleoporin
binding. When re-introduced by infection in ERK1-null fibrobiasts, ERK1 S283A was aiso
deficient in nuciear entry. In addition, expression of this mutant blocks PC12 ceils neuronal
differentiation. We conclude that phosphorylation on serine 283 affects ERK1 function by
acting on its nuclear entry through modified protein-protein interactions. We propose a
model where the MAP kinase insert mediates interactions essential for MEK-accompanied
ERK1 nuclear entry, whereas nuclear export occurs through Common Docking interactions.
2.2.2.2 Introduction
Mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways are known to play a pivotai role
in a wide variety of biologicai processes. Their organization in modules of three kinases is
highly conserved from yeasts to mammals. The prototypical MAP kinase pathway, the
Extracellular signai-Regulated Kinase (ERK)1/2 cascade, is essential for ce!! growth,
proliferation and differentiation (reviewed in (Meloche & Pouyssegur, 2007; Pouyssegur et
ai, 2002; Raman & Cobb, 2003; Widmann et ai, 1999). In fibroblasts, stiumulation of this
MEK-ERK pathway leads to the activation of severai immediate-early genes inciuding
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Elk-1 and induces the c-Fos promoter (Murphy et ai, 2004; Murphy et ai, 2002). ERKY/2
activation aiso induces cyciin Dl expression, thereby ailowing celi-cycie progression
(Lavoie et ai, 1996a; Lavoie et ai, 1996b; Pages et ai, 1993). Constitutive activation of the
pathway ieads to increased DNA synthesis, mammaiian ccli transformation and tumor
induction in nude mice (Brunet et ai, 1994; Cowiey et ai, 1994; Mansour et ai, 1994;
Shapiro, 2002). In PC12 pheochromocytoma ceils, the MEK-ERK cascade is essentiai for
neuronai differentiation induced by nerve growth factor (NGF). Converseiy, constitutive
activation of cascade components ieads to neurite outgrowth and PC12 differentiation
(Cowiey et ai, 1994; Fukuda et ai, 1995; Robinson et ai, 199$).
In resting ceiis, ERK1 and ERK2 are maintained inactive and anchored in the
cytopiasm by their upstream kinases and oniy known activators MEK1 and MEK2 (Adachi
et ai, 1999; Burack & Shaw, 2005; Fukuda et ai, 1996; Fukuda et ai, 1997e; Furuno et ai,
2001; Lenormand et ai, 1993; Moriguchi et ai, 1995; Rubinfeid et ai, 1999; Zheng & Guan,
1994). ERK1/2 have two MEK-binding regions. The first one is a ciuster of negativeiy
charged residues iocated near ERK1/2 C-terminus. These amino acids interact with a region
shared by MEK1/2 and by many ERKY/2 effectors and reguiators, which is caiied the
Common Docking (CD) domain (Nichois et ai, 2000; Tanoue et ai, 2000; Tanoue et ai,
2001a). The second region comprises the ERK1/2 MAP kinase insert and neighboring
residues (Robinson et ai, 2002). Contrary to CD interactions, this second type is ERK-MEK
selective. In addition, ERKÏ/2 can bind to Phe-X-Phe-Pro sequence-containing proteins
through docking for ERK FXFP (DEF) interactions (Jacobs et aÏ, 1999). DEF interactions
are achieved via the ERK1/2 MAP kinase insert (Lee et ai, 2004). Docking interactions
aiiow phosphorylation of specific residues (Fantz et ai, 2001) as weii as specificity in the
reguiation of upstream and downstream effectors (Tanoue & Nishida, 2002; Tanoue &
Nishida, 2003). Finaiiy, the ERK1/2 residues important for docking do flot moduiate
phosphotransferase activity, and docking interactions can occur independentiy of one
another (Dimitri et ai, 2005).
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Upon stimulation of the ERK1/2 pathway by numerous stimuli including mitogens,
Raf isoforms phosphorylate MEK1/2 on activating serine residues 218 and 222. In tum, the
latter phosphorylate ERK1/2 on threonine 202 and tyrosine 204 of the signature TEY motif
within the activation ioop, thus causing a dramatic increase in ERK1/2 phosphotransferase
activity. ERK1/2 can then phosphorylate cytoplasmic targets such as the cytosolic
phospholipase A2 (cPLA2) and the kinase MNK1 (Fukunaga & Hunter, 1997; Nemenoff et
ai, 1993; Waskiewicz et aI, 1997). Simultaneously, by direct interactions with nucleoporins
(Lee et aI, 2004; Matsubayashi et ai, 2001; Whitehurst et aI, 2002), ERK1 and ERK2 enter
the nucleus as a monomer by passive diffusion, or a dimmer through active transport
(Adachi et aI, 1999), thereby gaining access to nuclear targets allowing them to modulate
gene expression (Brunet et ai, 1999b). ERK1/2 nuclear accumulation is associated with
disruption of the MEK-ERK compiex, aithough the localization of this dissocation remains
elusive (Adachi et ai, 1999; Burack & Shaw, 2005; Fukuda et ai, 1997c; Horgan & Stork,
2003; Wolf et ai, 2001). Moreover, upon sustained mitogenic stimulus, termination of the
signal occurs as the ERK1/2 TEY sequence is dephosphoryiated in the nucleus, presumably
by dual specificity-phosphatases (Voimat et ai, 2001). ERK1/2 are exported out of the
nucleus via MEK1/2 that contain a ieucin-rich nuclear export signal (NES) (Adachi et ai,
1999; Adachi et ai, 2000; Ajenjo et ai, 2004; Burack & Shaw, 2005; Fukuda et ai, 1997b;
Fukuda et ai, 1996; Fukuda et ai, 1997c). In accordance with the observations that ERK1/2
(Ando et ai, 2004; Costa et ai, 2006; Furuno et ai, 2001; Horgan & Stork, 2003; Volmat &
Pouyssegur, 2001) and severai other MAP kinases (Aberg et ai, 2006; Gaits & Russeil,
1999; Julien et ai, 2003; Kondoh et ai, 2006; van Drogen & Peter, 2001) undergo
continuous nucleocytplasmic shuttiing even in the absence of stimulus, it has recently been
suggested that the rate ERK1/2 nucleocytplasmic shuttiing, rather than just nuclear entry, is
increased upon mitogenic stimulation (Ando et ai, 2004; Costa et ai, 2006).
Reguiation of ERK1/2 MAP kinase occurs mainiy at three leveis. First and
foremost, by phosphorylation. The dual phosphorylation of activating threonine and
tyrosine residues is essentiai for both phosphotransferase activity and nuclear transiocation
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(Canagarajah et ai, 1997; Horgan & Stork, 2003; Khokhlatchev et ai, 1998; Lenormand et
ai, 1993; Pages et ai, 1993). Second, by controi of their subceiiuiar iocaiization. When
sequestered in the cytopiasm, ERK1/2 cannot phosphorylate nuciear targets (Brunet et ai,
1999b; Hochhoidinger et ai, 1999). Inverseiy, cytopiasmic targets are immune to nuciear
ERK1/2. Hence, cytopiasmic and nuclear activity is required for fuii ERK1/2 function.
Thirdiy, proper reguiation of ERK1/2 phosphoryiation state and subceiiuiar iocaiization are
moduiated by their interactions with muitipie proteins. Via moduiar docking domains or by
other protein-protein interactions, ERK1/2 can interact in a spatio-temporai manner with
upstream kinases like MEK1/2, numerous phosphatases, nucieoporins and a piethora of
cytopiasmic and nuciear substrates and effectors. Differentiai combination of these three
modes of reguiation may greatiy contribute to achieving specific MAP kinase signais
(Ebisuya et ai, 2005; Koich, 2005)
Despite significant progress, a compiete picture of ERKÏ/2 MAP kinase reguiation
is yet to emerge. Evidence of serine phosphoryiation of ERK1 and ERK 2 (Gopalbhai &
Meloche, 199$; Kohno & Pouyssegur, 1986; Robbins & Cobb, 1992; Vouret-Craviari et ai,
1993) strongiy suggest that reguiation of these MAP kinases by phosphoryiation is flot
soieiy restricted to the threonine and tyrosine residues of the activation ioop. In this study,
we report the identification and characterization of serine 283, a novei phosphoryiation site
on the MAP kinase ERKÏ. The residue is conserved from yeast to mammals. We show that
this site does not affect ERK1 phosphotransferase activity or phosphoryiation by MEK1,
but is required for nuciear entry and function. Moreover, an 5283A mutant acts as a
dominant negative and inhibits PC12 ceii differentiation. Aithough it does flot affect CD
interactions, this residue is important for MEK1 and nucieoporin binding, ah of which piay
a key role in ERK nucieocytopiasmic shuttiing. Our resuits suggest a new model for ERK1
reguiation where serine phosphoryiation of a specific residue moduiates its nuclear entry by
affecting some, but not ail, protein-protein interactions.
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2.2.2.3 Materials and methods
2.2.2.3.] Reagents and antibodies
The source of reagents has been described (Coulombe et ai, 2004; Gopalbhai et ai,
2003; Julien et ai, 2003; Meioche, 1995). LMB was a gift from M. Yoshida (University of
Tokyo). Nerve growth factor 2.5S (NGF) was from Invitrogen. [32Pj Phosphoric acid and
{‘‘-32P] ATP from ICN. Recombinant Elk-1 from Upstate. Monoclonal antibody 12CA5 to
influenza virus hemaggiutinin (HA) was a gift from M. Dennis (SignalGene). Commercial
antibodies were obtained from the following suppiiers: monoclonal (M2) and rabbit
poiyclonai anti-FLAG (Sigma); poiycionai anti-Myc and poiycional anti-HA (Y-11) from
Santa Cruz Biotechnoiogy; rabbit polyclonai antibodies to ERK1 and ERK1/2 (Upstate),
monoclonal (9E10) and polyclonal anti biotinyiated goat anti-rabbit and anti-mouse
immunogiobuiin G (IgG), and horseradish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin from
(Vector Laboratories), Mab (ElO) to ERKY/2 phosphothreoninel83/202 phosphotyrosine
185/204 (pTpY ERK1/2; Celi signaiing), rabbit antibody to phosphothreonine 197/202
MNKÏ (pTpT MNK1; Celi signaiing), HRP-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit
IgG (Bio-Rad); fluorescein isothiocyanate-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse,
and rhodamine-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse (Jackson Immunoresearch);
Aiexa fluor 647-conjugated goat anti-mouse IgG (Moiecuiar Probes); fluorescein
isothiocyanate-conjugated goat anti-HA (Bethyl Laboratories).
2.2.2.3.2 Plasrnid constructs and mutagenesis
Ail ERK1 recombinant constructs were derived from the chinese hamster cDNA
sequence (Meloche et ai, 1992a). Point mutations were introduced into ERK1 and MEK1
cDNA by using the Aitered Sites in vitro mutagenesis system (Promega). HA-ERK1
constructs were subcioned into the HindIIlJXbaI sites of pRc CMV whiie FLAG MEK1
constructs were generated upon MEKÏ introduction into pcDNA3-FLAG (P. Couiombe)
using the EcoRI/XhoI sites. pBabe-puro (Morgenstem & Land, 1990) was kindiy provided
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by B. Weinberg and was iigated with ERK1 through HindIIIJXhoI sites. The HA-ERKÏ
NLS and -NES constructs were derived from ERK3-NLS (Julien et ai, 2003). The NLS and
NES sequences were subcloned in the EcoRlJXbaI sites of pcDNA3, and ERK1 was
introduced in the EcoRT site after PCR amplification. IvINK1 bearing 6 Myc epitopes was a
gift from Dr L. Voisin (Institut de Recherche en Immunologie et Cancer). GST-Nupl53C
cDNA was kindiy provided by Dr. N. G. Ahn (University of Colorado), expressed in E. cou
and purified on giutathion sepharose resin (Amersham Pharmacia). Ail other constructs
have been described (Coulombe & Meloche, 2002; Coulombe et ai, 2004; Gopalbhai et ai,
2003).
2.2.2.3.3 CelÏ culture and transfections
The culture and serum starvation of Rat-1 fibroblasts prior to metabolic labeling bas
been described (Gopalbhai et al, 2003; Meloche, 1995). HeLa and HEK 293 ceils were
grown in minimum essential media supplemented with 10% fetai bovine serum and
antibiotics. Immortalized mouse embryonic fibroblasts (MEF) derived from wt or ERK1-
nul! mice (generous gift from J. Pouysségur, Université de Nice) were grown in Dulbecco’ s
modified Eagle’ s medium (DMEM) suppiemented with 10% fetai bovine serum (FBS) and
antibiotics. Celis were infected with the virus-containg culture supematant of HEK 293
cotransfected with pBabe-puro and pCL-Ampho (Imgenex) and seiected in 2 cgIml
puromycin for 3 days. PC12 ceils were grown in DMEM suppiemented 5% FBS and 10%
horse serum plus antibiotics on poly-L-lysine treated dishes. For transfections, HEK 293
were transfected using the calcium phosphate method, HeLa were transfected with
polyethyieneimine (PEI) and PC 12 were transfected according to the manufacturer’ s protol
with LipofectAMiNE 2000 (Invitrogen).
2.2.2.3.4 Fhosphoîylation analysis
[32P] metabolic iabeling and one-dimensional phosphoamino acid analysis were
performed as described (Gopaibhai & Meloche, 1998). For protein sequencing, exponential
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HEK 293 ceils transiently transfected with HA-ERK1-GST were metabolicaliy labeied with
{32P]-orthophosphate for 5 h in phosphate-free media suppiemented with 10% diaiyzed caif
serum. The protein was pulled-down with giutation-sepharose (Amersham), resolved on
10% SDS-PAGE and subjected to autoradiography. The gel was stained, trypsin-digested
and processed as described (Charron et ai, 2001; Gopalbhai et ai, 2003) for Edman
degradation.
2.2.2.3.5 Lucferase reporter and kinase assays
For reporter gene assays, 50 000 HeLa ceiis per weii, seeded in 24-well plates were
cotransfected with 285 ng of pFR-Luc reporter construct, 15 ng of pFA-Eik-1, 200 ng of
pcDNA3- 3-gal, and with 500 ng ERKÏ and 100 ng MEK1 DD expression plasmids. The
total DNA amount was kept constant at 1100 ng with pRc/CMV and pcDNA3 vectors.
After 24 h, the celis were serum-starved until harvest on the foilowing day, and gene
induction activity was assayed using a luciferase reporter assay kit (Promega). Transfection
efficiency was normalized by measuring f3-gaiactosidase activity. For in vitro kinase assays
and their control immunoblots, the same lysates were used. Briefly, 500 000 HeLa cells
were seeded at in 6-well plates and transfected the next day with 3tg of piasmid DNA.
ERK1 and IVIEK1 were maintained in a 4:1 ratio and the amount of total DNA was
normalized with appropriate expression vectors. On the day foliowing the transfections,
ceils were serum-starved for an additionai 24h before harvest. In vitro kinase assays were
performed as described (Giasson & Meloche, 1995) using the 12CA5 antibody.
2.2.2.3.6 Immunoblot and co-precipitation anaÏysis
Calcium phosphte-transfected HEK 293 cells were lysed and scraped in President’s
choice buffer (5 mM Tris pH 7.4, 2 0 mM NaCi, lmM NaF, 0,1 mlvi EDTA, 15% glycerol
and 1% NP-40). Equal aliquots (3% of total lysate volume) were taken for control
immunoblotting and the remaining cleared lysate was transferred on pre-washed
giutathione-sepharose beads, or on 12CA5-precoupied protein A-sepharose (Amersham),
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incubated for 3h at 4°C, washed 4 times in President’s choice buffer and boiled in Laemmli
buffer. Immunodetection of FLAG- and Myc-tagged co-precipitated proteins was
respectively done using rabbit polyclonal and mouse monoclonal antibodies, and a biotin
streptavidin amplification system with enhanced chemiluminescence (ECL) detection. Nup
binding assays were performed similarly, with the exception that GST-Nupl53C was
produced and purified from bacteria.
2.2.2.3.7 Immunofluorescence rnicroscopy
For immunofluorescence studies, 200 000 cells were grown on microscope
coverslips. HeLa were transfected with 2 tg of plasmid DNA with a 1:1 ERK1:MEKÏ
ratio. Cells were serum-starved 24h later, prior to washes in ice-cold phosphate-buffered
saline (PBS) and fixation with 3,7% paraformaldehyde in PBS, 15 min at room
temperature. Pretreatments included 10% calf serum for 2h and LMB for 12h. After
quenching in 0,1M glycine and permeabilisation in 0,1% triton, the coverslips were blocked
1h at 37°C in 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS. All primary and secondary
antibodies were diluted 1:100 in blocking buffer except for anti-FLAG monoclonal and
polyclonal antibodies, which were used at 1:500 and 1:200, respectively. After
couterstaining in 300 nM DAPI, the cells were mounted on glass slides in 50 mlvi Tris-HC1,
pH 8.5, 5 mg/ml N-propyl-gallate, 50% glycerol and viewed using a Zeiss LSM 510
confocal microscope at 63X. Over 150 cells per coverslip were scored in at least three
independent experiments. Images were generated using an additional 2X digital zoom, and
enhanced using Adobe Photoshop.
2.2.2.3.8 PC-12 differentiation assays
For PC-12 differentiation assays, CC2-treated Lab Tek II chamber slides (Nunc)
were additionally coated with laminin before the seeding of 50 000 cells. Following
transfection, NOF was added to the culture medium and left for 3 days. Cells were washed
twice in ice-cold PBS and treated with 3,7% paraformaldehyde, washed again twice, and
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incubated 1h at 37°C PBS containing 1% BSA and 0,1% Triton (PBT). F-7 anti-HA and
FITC-conjugated anti-mouse antibodies were diluted 1:100 in PBT, incubated sequentially
for 1h at 37°C, counterstained with DAPI and mounted. At least 150 celis were scored for
neurite outgrowth in five independent experiments.
2.2.2.4 Resuits
2.2.2.4.1 ERK1 is phosphoiylated on serine 283 in vivo
b gain further insight into MAP kinase regulation, the phosphoamino acid content of both
endogenous and ectopically expressed ERK1 from 32P-labelled celis was analyzed by thin
layer chromatography. As expected, phosphothreonine and phosphotyrosine levels were
significantly elevated upon serum treatment (Figure 2-1 lA). Additionally, ERK1 was also
phosphorylated on serine in both serum starved- and serum treated-cells, even in the
presence of the IvIEK1/2 inhibitor PD098059.
Figure 2-11 ERK1 pliospliorylatïon on serine 283
(A) Phosphoamino acid analysis from ERK1 selectively immunoprecipitated from serum
starved, [32P]-Iabeled Rati cells treated with 10% serum andlor 100 1M of the MEK1/2
inhibitor PD098059 as indicated (left panel) or from ERK1 ectopically expressed in HEK
293 cells (right panel). (B) Autoradiogram of precipitated HA-ERK1-GST wt arid S283A
following transfection and [32Pj-labeling of exponentially growing HEK 293 celis. (C)
Chromatogram of {32P]-ERK1 tryptic digests from (B). HPLC fractions were collected
manually and counted for radioactivity. The amino acid sequence shown was obtained by
automated Edman degradation of the radioactive phosphopeptide displaying the highest
number of counts per minute (cpm). (D) ERK1 structure and serine 283 localization in the
inactive and active forms. Model is based on ERK2 crystal structure (Canagarajah et al,
1997; Zhang et al, 1994) and generated using Swiss-PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997).
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In order to map the phosphoserine residue(s), GST-tagged forms of ERK1 were
expressed }1EK293 celis and pulled-down following [32P] metabolic labeling. The
corresponding SDS PAGE hands were digested in-gel and the tryptic pepfides were then
separated by high performance liquid chromatography (HPLC). The fractions were
collected manually and counted for radioactivity and the identified radioactive
phosphopeptides were then sequenced by automated Edman degradation (Charron et ai,
2001; Gopalbhai et ai, 2003). One of the main phosphopeptides yielded the sequence
NYLQSLPSK, an ERK1 peptide encompassing serine residues 283 and 286 (Figure
2-11C). The same sequence was obtained under similar conditions where HA-ERK1 was
immunoprecipitated and the phosphopeptides were separated by capillary electrophoresis
and detected by autoradiography (data flot shown). Substitution of serine 283 by a non
phosphoryiatable alanine residue (S283A) severely reduced [32P] incorporation in the
protein (Figure 2-11B) and rendered the HPLC fraction containing the identified peptide
undistinguishable (Figure 2-1 1C). Likewise, phosphorylation of serine 283 under similar
conditions was confirmed by mass spectrometry anaiysis (data flot shown). We therefore
conclude that serine 283 is a novei phosphorylation site on the MAP kinase ERK1.
Tableau 2-III Conservation of serine 283 in ERK1/2 orthologs
Common name Organism MAP kinase Sequence
Human Homo sapiens ERK1 NYLQSLPS
Chinese hamster Cricerticus griserius ERK1 NYLQSLPS
Human Homo sapiens ERK2 NYLLSLPH
House mouse Mus musculus ERK2 NYLLSLPH
African ciawed frog Xenopus Iaevis MAP kinase NYIQSLPY
Zebra tish Dario rerio MAP kinase 1 NYLLSLPR
Drosophila Drosophila melaogaster Roi ied NYLE SL PH
Nematode Caednorhabiis elegans Sur-1 SYL I SL PH
Social amoeba Dictyostelium discoideum ERK TMLESLPP
Fission yeast Schizosaccharomyces pombe Spkl KYIKSLPF
Bakers yeast Saccharomyces cerevisiae Fus3 EYIKSLPM
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Serine 283 is a residue highly conserved in ERK1 and ERK2 orthoiogs (Tableau
2-III) suggesting an important role in ERK structure/function. It is Iocated after the second
helix of the MAP kinase insert (Figure 2-1 1D), a unique fold between subdomains X and
XI found in MAP kinases and in a few other nucleo-cytoplasmic shuttiing proteins such as
cyciin-dependent kinases (Cdks); (Hanks & Hunter, 1995; Pearson et ai, 2001b).
Significantly affected by phosphorylation on the TEY motif (Canagarajah et ai, 1997), this
region pays a roie in DEF docidng interactions as weii as binding to reguiators of ERK1/2
subcelluiar Iocalization (Chou et ai, 2003; Hill et ai, 2002; Lee et ai, 2004; Robinson et ai,
2002; Whitehurst et ai, 2004b).
2.2.2.4.2 PlzosphoiyÏation of serine 283 is not required for ERK] activation and
cytoplasmic activii
Aiming to define the roie for serine 283, we looked at ERKY phosphoryiation by
MEK1/2 and its phosphotransferase activity. Activation kinetics of ERK1 in response to
serum treatment was measured by in vitro immune complex phosphorylation assay. lime
points were chosen at 5 and 120 minutes following treatment because ERK1/2 activation is
maximal at 5 minutes (Meloche et ai, 1992a; Meioche et ai, 1992b; Vouret-Craviari et ai,
1993), and nuciear accumulation is manifest after 2 hours (Brunet et ai, 1999b; Lenormand
et ai, 1993; Voimat et ai, 2001). Both wiid type (wt) and S2$3A forms of ERK1, dispiayed
a simiiar activation profile with a markedly increased phosphoryiation of the activating
threonine and tyrosine residues (pTpY) at 5 min that was reduced after 120 min treatment,
as measured with a dual phosphoryiation-specific antibody (Figure 2-12, upper panel).
These data indicate that ERK1 S283A is adequateiy phosphorylated by MEK1/2. In
contrast, an ERK1 mutant where the activating threonine 202 and tyrosine 204 residues
have respectiveiy been mutated to aianine and phenyialanine (TYAF) did flot harbor such
phosphoryiation or display phosphotransferase activity. As expected, ERK1 kinase activity
186
paralleled its dual phosphorylation (Figure 2-12, lower panels), additionally indicating that
ERK1 S283A is catalytically functional.
HA-ERKJ
- wt TYAF S283A
70% Serum (mm) 0 5 120 0 5 120 0 5 120 0 5 120
cysate .—HAERK1
Blot pTpY ERK1I2 — —
BIotHA —
_ -HA-ERK1
Autoradiogrm
______________________________________
Kinase assay
— .-MBP
Coomassie
Figure 2-12 Phosphorylation of serine 283 and ERK1 activation by MEK1/2
HEK 293 ceil expressing wild type (wt), the double mutant threonine 202 to alanine and
tyrosine 204 to phenylalanine (TYAF), and serine 283 to alanine (S2$3A), HA-tagged
ERK1, or an empty vector (-) were serum-starved and stimulated with 10% calf serum for
indicated times. Celis were lysed and immunoprecipitation against the HA epitope was
performed (bottom panels). The immune complexes were assayed for kinase activity in the
presence of [y-32Pj-ATP whose incorporation in 10 tg of myelin basic protein (MBP)
substrate was visualized by autoradiography and coomassie blue staining (bottom panels).
Anti-ERK1/2 phosphothreonine 202 and phosphotyrosine 204 (pTpY ERK1/2) western
blotting (top panel) on whole celi lysates indicates that phosphorylation by MEK1/2 is
normal and parallels ERK1 phosphotransferase activity.
Serum stimulation concurrently activates multiple signaling cascades other than the
ERK1/2 MAP kinase pathway. Moreover, MEK1 and MEK2 are the only known direct
ERK1/2 activators. Consequently, cotransfection of HeLa cells with a constitutively active
allele of MEK1 (MEK1 DD) was used to insure a single input in ERK1 activation. To
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further examine ERK1 function in vivo, celis were aiso transfected with MNK1, an ERK1/2
substrate that localizes primarily in the cytoplasm. Upon phosphorylation by ERK1/2,
MNK1 is activated and, in turri phosphorylates targets such as the translation regulator
eW4E (Fukunaga & Hunter, 1997; Parra-Palau et ai, 2003; Waskiewicz et ai, 1997). Gel
retardation in eiectrophoretic mobility as weii as immunobiotting with a specific antibody
to the activating ERK phosphoryiation sites monitored MNK1 phosphoryiation by ERK1
(Figure 2-13A, upper panels). MNK1 was phosphorylated to a similar extent by ERK1 wt
and S2$3A. Conversely, ERK1-induced electrophoretic mobility shifts in MEK1 DD aiso
suggest that activated ERK1 wt and S283A can retrophosphoryiate the cytopiasmic protein
IVIEKÏ, and thus display cytoplasmic activity. (Figure 2-13A, lower panei; Figure 2-14B,
lower panel). Cytoplasmic localization of MNK1 and MEKY was confirmed by confocal
microscopy (Figure 2-13B) indicating that ERK1 S283A can phosphorylate a cytoplasmic
target as effectively as the wt protein.
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Figure 2-13 Serine 283 and ERK1 cytoplasmic activity
HA-tagged ERK1 was co-expressed in HeLa celis with a constitutively active form of
MEK (IVIEK1 DD) and the cytoplasmic target MNK1. (A) ERK1 kinase activity towards
MNK1 was monitored by immunolotting with an antibody that recognizes two ERK1/2-
specific phosphorylation sites on MNK1 (upper panei). ERKY activation was measured by
anti-pTpY ERK1/2 western blotting and ERK1, MEK1 DD and MNKÏ expression levels
B
18$
using anti-HA, -FLAG and -Myc antibodies, respectiveiy. (B) Triple fluorescence confocai
microscopy confirming cytoplasmic localization of co-expressed ERK1 (green), MEK1 DD
(red) and IVINK1 (blue) in HeLa celis.
2.2.2.4.3 ERK]-dependent gene transcription requires phosphoïylation of serine 283
We next examined the impact of ERK1 serine 283 phosphorylation on a nuclear
target. Elk-1 is a TCF famiiy transcription factor whose phosphorylation on ERK-specific
residues activates immediate-early gene transcription (Gille et ai, 1995). In addition, ERK
transiocation and nuclear localization are necessary for Elk-1 activation and gene
transcription (Brunet et ai, 1999b; Robinson et ai, 1998). Accordingly, ERK1 nuciear
activity was measured in an Elk-1 based luciferase assay. Expression of MEK1 DD in
serum-deprived HeLa ceils was sufficient to induce Elk-1-dependant luciferase
transcription, but luciferase reporter activity was about five times greater in the presence of
ERK1 wt (Figure 2-14A). The ERKÏ S283A mutant bas an impaired abiiity to induce
transcriptionai inducing activity, comparable to that of the negative control ERK1 TYAF.
Similar results were obtained in exponentialiy growing HeLa ceils as weil as in HEK 293
ceiis (data flot shown). In addition, mutation of serine 283 to a negativeiy charged aspartate
residue (S283D) generated the same resuits as S2$3A (data flot shown), suggesting the
residue did flot effectiveiy mimic the phosphoryiated serine.
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Figure 2-14 Serine 283 and ERK1 nuclear activity
wt TYAF S283A
ERK1
(A) HeLa celis were cotransfected with an empty vector (-), ERK1 variants, MEK1 DD,
Elk-1-GAL4 and the reporter plasmid GAL4-luciferase, and luciferase activity was
measured in four independent experiments. (B) ERK1 in vitro immune complex kinase
assay using recombinant Elk-1 as substrate (top panels). Lysates were probed for ERK1 and
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MEK1 DD expression (iower panels) as weli as for ERK1 activation (middle panel). (C)
Quantification of ERK1 kinase activity from four independent experiments as shown above
where iabeied recombinant Elk-1 was excised from the SDS PAGE gel and radioactive
{32P] incorporation was counted. Enor bars indicate ±SEM.
To discard the possibiiity that ERK1 S283A cannot effectiveiy phosphorylate Eik-1,
similar conditions were used in an ERK1 in vitro kinase assay using recombinant Eik-1 as a
substrate. ERK1 S283A was normaiiy phosphoryiated by MEK1 DD (Figure 2-14B;
middle panel) and in tum, phosphoryiated Eik-1 as effectiveiy as ERK1 wt (Figure
2-14B,C). ERK1 wt and S283A aiso dispiayed similar kinase activity towards the MBP
substrate under the same conditions (data flot shown). Hence, the failure of ERK1 S283A to
induce reporter gene expression is not due to a lower phosphotransferase activity towards
Elk- 1.
2.2.2.4.4 Fhosphoiylation of serine 283 is requiredfor MEKJ-dependent nucÏear entîy
Considering that serine 283 affects the phosphorylation of a nuclear target but not of
cytopiasmic target in vivo, ERK1 subceliuar iocalization was observed by
immunofluorescence. Ectopic expression in Hela ceils of ERK1 caused the protein to be
localized partly in the cytopiasm, but mostiy to accumulate in the nucleus, as described
(Lenormand et ai, 1993). Co-expression of I\’IEKl wt (Figure 2-15A,C) or a kinase inactive
aiieie (K97A; data not shown) caused massive cytopiasmic re-iocalization of ERK1 wt,
TYAF and S283A, in accordance with its role as cytopiasmic anchor (Adachi et ai, 2000;
Ajenjo et ai, 2004; Fukuda et ai, 1997c; Rubinfeid et ai, 1999; Sugiura et ai, 1999). In
contrast, MEK1 DD co-expression caused nuciear accumulation of ERK1 wt but not ERK1
TYAF, consistentiy with previous findings (Fukuda et ai, 1997e; Horgan & Stork, 2003;
Wolf et ai, 2001). ERK1 S283A however, remained cytoplasmic when co-expressed wit ail
MEK1 variants. Interestingiy, an important proportion of celis co-expressing ERK1 S283A
and MEKÏ DD aiso dispiayed a smaiier nucieus and overaii ceii size.
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Figure 2-15 ERK1 and MEK1 subcellular localization
(A) Confocal immunofluorescence microscopy on HeLa ceils expressing HA-ERK1
variants (green) alone or in combination with either FLAG-MEK1 (red) wild type (wt) or
constitutively active (DD). (B) HeLa celis cotransfected with ERK1 and MEKÏ DD were
ieft untreated (Ctrl) or were treated for 12h with the CRM-1-dependant nuclear export
inhibitor Leptomycin B (LMB) before being fixed for immunofluorescence. (C)
Transfected ceils from (A) were scored for nuclear FIA staining in four different
experiments. (D) Quantification of MEK1 DD-induced ERK1 nuclear accumulation in Ctrl
or LMB-treated ceils from four different experiments as depicted in (B). (E) FLAG-MEK1
DD nuclear accumulation was also scored under the same conditions. Error bars indicate
±SEM.
Lack of ERK1 S2$3A nuclear accumulation in the presence of IvifiKi DD can be
due to either decreased nuciear entry or increased nuclear export. To test these hypotheses,
ERK1 mutants were cotransfected with MEKÏ DD and scored for their nuclear
accumulation in absence or presence of the CRMÏ-dependant nuclear export inhibitor
leptomycin B (LMB). Expectedly, LMB treatment caused strong MEK1 DD nuclear
retention (Adachi et ai, 2000; Fukuda et ai, 1997a; Yao et ai, 2001) and ERK1 wt nuclear
accumulation (Chen et al, 2005b) remained high (Figure 2-15B,D,E). LME treatment also
augmented the nuclear accumulation of ERK1 TYAF, but not that of ERK1 S2$3A. The
above data strongiy suggest that ERK1 S283A does not enter the nucleus, and that dual
phosphorylation of threonine 202 and tyrosine 204 is not the unique requirement for ERK1
nuclear entry and accumulation. Interestingly, MEK1 DD LMB-induced nuclear
accumulation was also iower when co-expressed with ERK1 S2$3A in comparison to
ERK1 wt (Figure 2-15B,E).
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Figure 2-16 ERK1 subcellular localization in infected MEFs
(A) Immunoblot analysis of serum starved (-) or caif serum-treated (+) embryonic
fibroblasts derived from wt (+1+) or ERK1 knockout (-I-) mice, and retrovirally infected
with HA-ERK1 wt, HA-ERK1 S2$3A or expression vector (pBabe). Lysates were probed
with anti-pTpY ERK1/2 (upper panel) or anti-ERKÏ/2 (lower panel) antibodies. (B)
Confocal microscopy of the serum-starved mouse embryonic fibroblasts (MEFs) described
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in (A) following serum, Leptomycin B (LMB), or combination treatment, and
immunostained for ERK1. (C) Quantification from two independent experiments of ERK1
nuclear accumulation in MEFs following treatments as in (B). Error bars indicate ±SEM.
Infection of ERK1 nul! fibroblasts was used to ensure that ERK1 S283A
mislocation was not due to overexpression, and does occur when MEK1 and ERK1 are
expressed at physiological levels. Puromycin-resistant vectors encoding either ERK1 wt or
S283A were packaged in retroviruses for infection of embryonic fibroblasts (MEF) derived
from ERK1 knockout mice. As control, wt- or ERK1 null-derived fibroblasts were infected
with an empty vector. After puromycin selection of the cells, western blotting using an anti
ERK1/2 antibody was used to determine protein expression. Infected HA-ERKÏ wt and
S2$3A were expressed in ERK1 nul! MEFs at slightly lower levels than endogenous ERK1
is in wt MEFs (Figure 2-16A, lower panel). Moreover, all three ERKÏ variants responded
identically to serum stimulation after starvation, as determined by phosphorylation of the
activating threonine and tyrosine residues (Figure 2-16A, upper panel). More importantly,
their subcellular localization was assessed by immunofluorescence using an anti-ERK1
antibody (Figure 2-16B). As expected, all ERK1 variants were localized to the cytoplasm in
the absence of serum but accumulated in the nucleus following LMB andJor serum
treatment, except for ERK1 S2$3A whose cytoplasmic localization was maintained, even
after treatment. Consequently, the identical results obtained with physiological (or lower)
expression levels validate our other experimental models used in this study.
2.2.2.4.5 Nuclear targeting overcomes requirement of serine 283 for ERK1 nuctear
firnction
ERK1 S2$3A fails to enter the nucleus in a MEK1-dependant manner but remains
active in the cytoplasm. To determine if impaired nuclear entry exclusively accounts for
ERK1 S283A reduced nuclear activity, HA-ERK1 wt and S283A were artificially tethered
to the nucleus by fusion of their C-terminus to the nuclear localization signal (NLS) of
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SV4O T antigen (Kalderon et ai, 1984a; Kalderon et ai, 1984b; Richardson et ai, 1986). In
addition, the nuclear export signal (NES) of MEK1 (Fukuda et ai, 1996) was added to
ERK1 wt to mimic the behavior of ERK1 S2$3A. These ERK1 variants were expressed in
HeLa celis along with MEK1 wt, MEK1 DD or the appropriate empty vector, and subjected
to confocal microscopy for characterization. NLS harboring ERK1 variants were aiways
localized in the nucleus (Figure 2-17A, upper and middie panels). Interestingly, IVIEKY wt
did flot retain in the cytoplasm ERK1 wt-NLS or ERK1 S2$3A-NLS. Instead, the iatter
dragged MEK1 wt in the nucleus. Inversely, ERK1 wt-NES did not accumulate in the
nucieus (Figure 2-17A, iower panels), even in the presence of the active MEKÏ DD.
Moreover, ceils co-expressing ERK1 wt-NES and MEK1 DD displayed a smailer nucieus
and overail ccli size, thus suggesting that the ERK1 S283A phenotype was effectively
mimicked by ERK1 wt-NES, but not by ERK1 S2$3A-NLS.
Figure 2-17 ERK1 targeting to the nucleus or the cytoplasm
(A) Confocai immunofluorescence microscopy of HeLa celis co-expressing
HA-ERKÏ wt-NLS, HA-ERK1 S283A-NLS or HA-ERK1 wt-NES (green) and
FLAG-MEK1 variants (red). (B) Luciferase reporter and (C) immune compiex kinase
assays of NLS- and NES-tagged ERK1 variants in the absence (-) or presence (MEK1 DD)
of active MEK1. (D) Quantification of the phosphotransferase activity from four
experiments as described in (C). Error bars indicate ±SEM.
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The phosphotransferase activity of ERK1-NLS and -NES was also examined for
characterization purposes. In the presence of MEKÏ DD, the catalytic activity of ERK1 wt
NLS and ERKI S2$3-NLS was lower than that of their unfused counterparts while
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ERK1wt-NES displayed higher kinase activity (Figure 2-17B,C). Conversely, the activity
paralleled pTpY levels (B, middle panel). These data suggest that ERK1 is activated more
efficiently by MEK1 when it stays longer in the cytoplasm.
To further depict the importance of serine 283 in ERK1 nuclear function, the NLS
and NES-harboring ERK1 variants were tested in the absence or presence of MEK1 DD for
reporter gene activity. Although HA-ERKÏ wt-NLS had a significantly reduced luciferase
reporter activity compared to that of HA-ERK1 wt, both HA-ERKÏ-NLS wt and S2$3A
displayed similar luciferase induction via Elk-1 activation (Figure 2-17D). This suggests
that ERK1 S2$3A can function normally in the nucleus, if it does enter. Expectedly, HA
ERK1 wt-NES also displayed reduced nuclear activity compared to HA-ERK1 wt. Because
the NLS and NES bring ERKÏ into and out of the nucleus, respectively, its nucleo
cytoplasmic cycling and shuttiing become impaired. Likewise, either NLS or NES fusion to
ERK1 wt decreases its luciferase reporter activity, suggesting that proper nucleo
cytoplasmic shuttling is required for full ERK1 nuclear function.
2.2.2.4.6 ERK] S283A impairs nuclear activity
Because ERK1 S2$3A is significantly less active in inducing Elk-1 -dependant
reporter gene expression, a luciferase assay was this time used to determine if absence of
phosphorylation at serine 283 can act in a dominant negative manner on nuclear function.
Dual-tagged HA-ERK1 wt-GST was co-expressed with increasing amounts of single
tagged HA-ERK1 wt or S283A, again in the absence or presence of MEK1 DD. Increasing
amounts of HA-ERK1 wt had an additive effect to those of HA-ERKÏ wt-GST on Elk-1 -
dependant reporter gene induction (Figure 2-18A). In contrast, increasing amounts of HA
ERK1 S2$3A reduced gene induction down to basal levels. Conversely, ERK1 S2$3A (but
flot wt) blocked the MEK1 DD-driven nuclear accumulation of Myc6-tagged ERK1 wt
(Figure 2-18B).
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Figure 2-18 Dominant negative effect of ERK1 S283A
(A) Elk-1-based luciferase assays in HeLa ceils. Ceils were transfected with a fixed amount
of dual tagged HA-ERK1 wt-GST and MEK1 DD or empty vector, and increasing
quantities of HA-ERK1 wt or S283A before being assessed for luciferase activity. Error
bars indicate ±SEM from 3 independent experiments (B) Triple fluorescence confocal
microscopy of co-expressed Myc6-ERK1 wt (biue), FLAG-MEK1 DD (red) and HA-ERK
wt or S283A (green). (C) ERK1 activation and expression in the conditions described in
(A) as detected by western blot anaiysis.
Consistent with its dominant interfering activity, we investigated whether or not
ERK1 S283A couid biock phosphorylation by MEK1I2. Increasing amounts of HA-ERK1
wt or S283A were co-expressed with HA-ERK1 wt-GST and MEK1 DD (Figure 2-18C).
HA-ERK1 wt-GST phosphoryiation by MEK1 DD remained unaffected in the presence of
FTA-ERK1 wt or S823A. The above data suggest ERK1 S283A acts in a dominant negative
manner by inhibiting ERK1 wt (and possibly ERK2) nuciear accumulation via a
mechanism downstream of MEK1I2.
2.2.2.4.7 Serine 283 affects MEK-specc binding but not CD interactions
MEK1/2 sturdily bind ERK1/2 and induce their re-iocaiization to the cytoplasm
(Adachi et al, 2000; Fukuda et ai, 1997c; Robinson et ai, 2002; Sugiura et ai, 1999; Tanoue
et ai, 2000). b estaNish whether IVIEK1 is responsible for the cytoplasmic retention of
ERK1 S2$3A, co-precipitation studies were perfonned either by pull-down experiments
from ceiis co-expressing a kinase-inactive aileie of MEK1 (K97A) for better binding
(Robinson et ai, 2002), and GST-tagged ERK1 (Figure 2-19A), or by co
immunoprecipitation between endogenous MEK1 and HA-ERK1 (Figure 2-19B). These
experiments reveaied a decrease in ERK1 S283A binding to MEK1. Simiiar resuits were
aiso obtained with an in vitro translated form of MEK1 DD (data flot shown).
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Figure 2-19 Requirement of serine 283 for protein-protein interactions
(A) Co-precipitation studies from GST pull down experiments on HEK 293 celis co
expressing kinase inactive FLAG-MEKÏ (K97A) and HA- and GST-dual tagged ERK1.
(B) Co-immunoprecipitation between ectopically expressed ERK1 and endogenous MEK1
in HeLa ceils. (C) GST pull down experiments in HEK 293 and co-precipitation of ERK1
and IVINK1 in the presence of MEK1 DD or appropriate empty vector (-). (D) Lysates from
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ceils expressing Myc6-ERK1 wt or S283A in the absence (-) or presence of IvifiKi DD
were incubated with purified recombinant glutathione S-transferase or a fusion between the
GST and the C-terminus of nucleoporin 153 (GST-Nup-153C). After SDS-PAGE,
precipitates were stained with Ponceau S to determine GST fusion protein ievels, washed
and probed with an anti-Myc antibody. Protein expression and ERK1 activation were
detected by western blotting analysis of ccii lysates.
ERK1/2 have two distinct regions that allow them interact directly with MEKÏ/2
(Robinson et ai, 2002; Rubinfeid et ai, 1999; Tanoue et ai, 2000; Tanoue et ai, 2001a;
Tanoue & Nishida, 2003). The first one comprises the MAP kinase insert (MKI) and serine
283, while the other is a ciuster of negativeiy charged amino acids that give rise to common
docking (CD) interactions. Many different proteins that bind to ERK1/2 inciuding MNK1
share the latter (Tanoue et ai, 2000). In addition, it has been reported that interactions
mediated by those regions are independent: one type can be impaired without affecting
another and vice-versa (Dimitri et ai, 2005). Accordingly, decrease in MEK1 binding by
ERK1 S283A shouid be due to ioss in one of those two types of interactions, at ieast. Puli
down experiments indicated that binding to IVINK1 is similar in both ERK1 wt and S283A
co-expressing ceiis (Figure 2-19C), suggesting moduiation in CD interactions do flot
account for ERK1 S283A cytopiasmic locaiization. Moreover, in accordance with previous
data (Hoofnagie et ai, 2001), ERK1 activation by MEKÏ DD enhances its CD interactions
with MNK1. A summary of ERK1 wt and S283A co-precipitation experiments is given in
Tableau 2-IV.
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Tableau 2-IV Summary of ERK1 S283A protein interactions in comparison to
ERK1 wt
ERK1 S283A
Inactive Active
Interaction type Interactor TEY pTEpY
MEK-specific MEK1 - nia
MEK-specific MEK1 K97A - n/a
MEK-specific MEK1 DD n/a -
CD (K/RK/RK1R) MNK1 = =
DEF (FXFP) Nup 153 C -
Increased, decreased and maintained interactions are
denoted respectively by the (+), (-) and f =) symbols
2.2.2.4.8 FhosphoiyÏation of serine 283 is requiredfor proper nucÏeoporin binding
ERK subcellular localization can 5e affected by its differential interactions with
proteins of the nuclear entry machinery. Via DEF type docking interactions, ERK2 can
bind nucleoporins (Nup) on the nuclear (Matsubayashi et ai, 2001) and cytoplasmic (Lee et
ai, 2004; Whitehurst et ai, 2004b; Whitehurst et ai, 2002) faces of the nuclear pore
complex. Likewise, the FG repeats in the C-terminus of nucleoporins and the MAP kinase
insert of ERK2 mediate these interactions (Lee et ai, 2004). It is therefore possible that
defects in nucleoporin binding could account for impaired ERK1 S283A nuclear entry. b
answer this question, a recombinant fusion protein between the glutathione $-transferase
and the C-terminai portion of nucleoporin 153 (GST-Nupl53C) was immobiiized on
sepharose beads and incubated with lysates from HEK 293 cells co-expressing ERK1
variants, and MEK1 DD or the appropriate empty vector. Immunoblotting of the
precipitated complexes surprisingly reveaied that, whereas ERK1 wt binding to Nup is
augmented upon activation, the ERK1 S283A—Nup interaction dramatically decreases when
ERK1 S2$3A is phosphorylated by MEK1 (Figure 2-19D). Moreover, in the inactive state,
ERK1 S2$3A displays better Nup binding than its wt counterpart. Thus, defective
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interactions between ERK1 S2$3A and Nupl53C are likely to account for its impaired
nuclear entry.
2.2.2.4.9 Phospho;yÏation ofserine 283 is required for PC12 dfferentiation
PCÏ2 ceil neuronal differentiation in response to nerve growth factor (NGF)
requires a functionai ERK MAP kinase pathway including nuclear activity (Cowiey et ai,
1994; Fukuda et ai, 1995; Robbins et ai, 1992; Vaudry et ai, 2002). To test the importance
of serine 283 phosphoryiation in ERK1 function in vivo, PC12 ceiis were transfected with
green fluorescent protein (GFP), ERK1 wt, ERK1 S2$3A or MEKÏ K97A which has been
reported to block NGF-induced PC12 differentiation (Cowley et ai, 1994). After three days
of NGF treatment, celis were scored for protein expression and differentiation. Positive
ceils expressing the constructs were visualized by immunofluorescence microscopy and
neurite outgrowth was used to assess celi differentiation (Figure 2-20B,C). While ceils
expressing ERK1 wt dispiayed siightiy enhanced neural differentiation in comparison to
those expressing GFP, ERK1 S283A expressing ceils displayed differentiation ievels
comparable to those of negative control MEK1 K97A. Taken together, the above data
suggest that ERK1 serine 283 is required for full ERK1/2 activity because it reguiates
protein-protein interactions affecting nuclear transiocation and nuclear function, but flot
activation by IVffiKl/2.
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Figure 2-20 ERK1 S283A in PC12 differentiation
(A) Neurite outgrowth in PC12 celis expressing the green fluorescent protein (GFP), and
treated for 72h with nerve growth factor (NGF). (B) Microscopy analysis of NGF-treated
PC 12 cells expressing ERK1 wt, S283A or the dominant negative MEK1 K97A. (C) Celis
displaying immunofluorescent staining as in (B) were scored for neurite outgrowth in five
independent experiments. Error bars indicate ±SEM.
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2.2.2.5 Discussion
We identified serine 283 as the first novel phosphorylation residue on the MAP
kinase ERKÏ, in 15 years. However, aside from the activation ioop threonine and tyrosine
residues, additionai phosphorylation sites have been described for other MAP kinases. For
exampie, JNK2a2 is phosphorylated on threonine 204 and serine 207, residues that can be
phosphoryiated in vitro by Casein kinase 2 and MKK7, but flot MKK4 (Fieming et ai,
2000). In p3Sa and p383, tyrosine 323 acts a positive reguiator of phosphotransferase
activity, working with activating threonine and tyrosine residues in an additive manner
(Saivador et ai, 2005a; Saivador et ai, 2005b). In contrast, a G-protein-coupied receptor
kinase 2 (GRK2) phosphorylation site identified in the docking groove of p38a disrupts its
Common Docking interactions with regulators including MKK6, therefore impairing its
subsequent activation (Peregrin et ai, 2006). Serine 283 phosphoryiation also affects ERK1
binding to some partners, but acts as a positive reguiator of those interactions (Figure 2-19),
some of which are required for nuciear entry (Matsubayashi et ai, 2001; Whitehurst et ai,
2002).
Homologous to ERK1 serine 283, the serine 264 of ERK2 might aiso be
phosphoryiated in vivo for three reasons. First, serine 283 is present in both ERK1 and
ERK2 and is highly conserved throughout eukaryotes, thus suggesting an significant roie
for the residue in structure and function, in accordance with this study. Secondly, the
kinetics of nuciear transiocation and retention of ERK1 and ERK2 in response to growth
factor stimuiation are indistinguishabie (Lenormand et ai, 1998). This impiies that ERK1
and ERK2 share simiiar if not identicai regulatory mechanisms of nuclear accumulation.
Converseiy, an ERK2 a non-phosphorylatable ERK2 serine 264 mutant is atso deficient in
MEK1 binding (Robinson et ai, 2002) and mutations in the ERK2 MAP kinase insert (near
serine 264) slow down ERK2 nuclear import without affecting its export (Ranganathan et
ai, 2006). Third and more importantly, phosphoserine has aiso been described in ERK2
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(Kohno & Pouyssegur, 1986; Robbins & Cobb, 1992). Moreover, two-dimensional
phosphopeptide mapping analyses of ERK1 and ERK2 suggest the presence of
phosphorylated serine residues on homologous peptides in these two proteins (Robbins &
Cobb, 1992). Contrarily to phosphothreonine and phosphotyrosine, the phosphoserine
content of ERK1/2 does flot seem to vary whether the protein has been isolated from
quiescent, exponentially growing, or agonist-treated celis (Gopalbhai & Meloche, 1998;
Robbins & Cobb, 1992; Vouret-Craviari et al, 1993); (data not shown). Furthennore, ERK1
serine phosphorylation is IVffiKl/2-independent (Figure 2-1 lA). These data suggest that
ERK1/2 undergo growth factor-independent, and quite possibly, constitutive serine
phosphorylation. Despite many attempts, an effective ERKY serine 283 phospho-specific
antibody has yet to be generated. Hypothetically, it might cross react with ERK2 and help
solve the issue of ERK2 serine 264 phosphorylation. In addition, this antibody could
provide significant insight on ERK1 serine 283 spatiotemporal regulation.
Immunofluorescence studies combined with LMB treatment led us to conclude that
serine 283 phosphorylation is required for MEK1-dependent ERK1 nuclear entry. By co
precipitation studies, we showed that ERKÏ S2$3A is deficient for certain types of protein
protein interactions that can, individually or in combination, regulate its subcellular
localization; the most obvious being defective interactions with Nup153. Upon MEK1
activation, ERK1 S2$3A binding to Nup153 strikingly decreases in accordance with its
lack of nuclear accumulation. Moreover, in the inactive state, ERK1 S283A interacts more
strongly with Nup153, possibiy facilitating its nuclear accumulation in the absence of
active MEK1. Moreover, ERK1 S283A also displayed reduced association with MEK1.
ERK1/2 bind MEK1/2 trough two types of interactions. The first being Common Docking
interactions (Tanoue et ai, 2000), but these are not modulated by serine 283
phosphorylation (Figure 2-19C). The second type of interactions is MEK-specific and
occurs via the MAP kinase insert (Robinson et al, 2002), in the vicinity of serine 283
(Figure 2-l 1D). Hence, the latter interactions are disturbed between IVIEK1 and ERK1
S283A.
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Nevertheless, MEK1-ERK1 S2$3A interactions, though reduced, must stili exist for
four reasons: (1) ERK1 S2$3A is adequately phosphorylated by MEK1, (2) CD interactions
can occur in ERK1 S2$3A, (3) ERK1 S283A is massiveiy reiocated from the nucleus to the
cytopiasm in the presence of MEK1 wt or K97A, and (4) both ERK1 wt-NLS and ERK1
S283A-NLS can drag MEKÏ wt (but flot MEK1 DD) into the nucieus in the absence of
stimulus. In addition, activated ERK2 can bind activated MEK1, though iess efficientiy
than the inactive form (Adachi et ai, 1999). Dissociation of the MEK-ERK compiex occurs
upon nuciear entry (Adachi et ai, 1999; Burack & Shaw, 2005; fukuda et ai, 1997c; Horgan
& Stork, 2003; Wolf et ai, 2001), but it remains unclear if that dissociation takes place in
the cytopiasm or the nucleus. Our data suggests the latter hypothesis. Indeed, consistent
with the findings that LMB-induced MEK1 nuciear accumulation is enhanced upon
activation of the MAP kinase pathway (Yao et al, 2001), IvifiKi DD accumulates more
strongly in the nucleus when co-expressed with ERK1 wt than with ERK1 S283A in LMB
treated ceiis (Figure 2-15B,E). This impiies that MAP kinase insert-mediated ERK1-bound
MEKÏ enters the nucieus more efficientiy than unbound MEK1. This suggests that
dissociation of the ERK-MEK complex is flot required for nuciear entry, and that MEK1/2
can accompany ERK1/2 in the nucleus before their dissociation.
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B
(A) Immunofluorescence microscopy of ERK1 variants co-expressed with MEK1 (Right
panels) or an empty vector (Left panel). (B) Co-expression of MNK1 with ERK1 variants
under similar conditions.
A
Figure 2-21 Cytoplasmic targeting of ERK by Common Docking interactions
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Here, we propose a model in which MAP kinase insert mediated- and DEF domain
interactions are required for nuclear entry of both ERK and MEK, whereas CD interactions
mediate ERK nuclear export and cytoplasmic retention. Converseiy, NES-containing
proteins that utiiize CD interactions such as MEK1/2 (Adachi et ai, 2000; Fukuda et ai,
1997c; Rubinfeld et ai, 1999; Sugiura et ai, 1999), PTP-SL (Blanco-Aparicio et ai, 1999;
Zuniga et ai, 1999), MKP-3 (Brunet et ai, 1999b), and MNK1 (Figure 2-13B, Figure
2-21B) can cause ERK1/2 to accumuiate in the cytopiasm. In addition, MEK1 D domain
mutants cannot sequestrate ERK2 in the cytopiasm nor activate it properiy (Grewai et ai,
2006; Xu et ai, 2001). Converseiy, ERK1 D32$N, a mutant deficient in CD interactions
accumulates in the nucieus and MEK1 does flot induce its cytopiasmic re-iocaiization nor
retention (Figure 2-21A). Homologous ERK2 mutants are aiso nuciear (Tresini et ai, 2007)
and insensitive to MEK1- (Rubinfeid et ai, 1999) and PTP-SL-induced (Tarrega et ai, 2002)
cytoplasmic retention. These ERK1/2 mutants cannot exit the nucieus, whereas ERK1
S2$3A cannot enter. Figure 2-22 summarizes these findings in a modei where ERK1I2 and
MEK1/2 are bound in the cytopiasm in their active and inactive states. MEK1/2
phosphorylation on the ERK1/2 activating threonine and tyrosine residues enhances Nup
binding by DEF interactions (Lee et ai, 2004), and the ERK-IVffiK compiex can now access
the nucieus by faciiitated diffusion (Burack & Shaw, 2005; Whitehurst et ai, 2002) when
serine 283 is phosphoryiated, therefore aiiowing the two partners to interact in a MAP
kinase insert-mediated specific manner. Dissociation of the MEK-ERK compiex in the
nucieus now aiiows ERK1/2 nuciear anchoring (Lenormand et ai, 199$) and signai
termination (Lenormand et ai, 1998; Voimat et ai, 2001). ERK1/2 can then re-associate by
CD interactions with MEK1/2 (Adachi et ai, 2000; Fukuda et ai, 1997b; Fukuda et ai,
1997c) or other D domain and NES-containing proteins such as MNK1 (Figure S lB), and
shuttie back to the cytopiasm through CRM-1 -mediated nuciear export, or by other
mechanisms (Ranganathan et ai, 2006), henceforth compieting the cycie.
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Figure 2-22 Dynamïc model for ERK1I2 and MEK1/2 nucleocytoplasmic shuttiing
ERK1/2 are anchored in the cytoplasm by MEK1/2. (A) Upon activation, phosphorylation
of serine 283 and the MAP kinase insert (MKJ) are required for DEF docidng interactions
with the nucleoporins (Nup’ s) of the nuclear pore complex (NPC), as weli as for nuclear
entry of the ERK-IVffiK complex by faciiitated diffusion. ERK1/2 and MEK1/2 dissociate
in the nucleus where ERK1/2 are inactivated. ERK1/2 require common docking (CD)
interactions for CRM-1-mediated nuclear export by MEK1/2 or other nuciear export
sequence (NE$) containing interactors. (B) In absence of serine 283 phosphorylation,
ERK1 becomes hyper-activated in the cytopiasm because it cannot efficientiy transiocate to
the nucleus. ERK1/2 can stiil transit through the NPC by passive diffusion, but they are
rapidiy exported to the cytopiasm in a piggyback manner.
Complete nucleo-cytopiasmic shuttiing comprising ERK1/2 and MEKY/2 nuciear
entry (Brunet et ai, 1999b; Robinson et ai, 1998), as weii as nuclear export (Fukuda et ai,
1997b; Jaaro et ai, 1997) appears to be required for proper signai generation, propagation,
amplification and termination. In accordance with this hypothesis is the evidence that
MEK1/2 (Furuno et ai, 2001; Jaaro et ai, 1997; Kim & Kahn, 1997; Toiwinski et ai, 1999;
Yao et ai, 2001), ERK1/2 (Ando et ai, 2004; Costa et ai, 2006; Furuno et ai, 2001; Horgan
& Stork, 2003; Volmat & Pouyssegur, 2001) as well as severai other MAP kinases (Aberg
et ai, 2006; Gaits & Russeil, 1999; Julien et ai, 2003; Kondoh et ai, 2006; van Drogen &
Peter, 2001) constitutively shuttie between the cytopiasm and the nucieus, even in the
absence of stimulus. More so, the rates of nuciear import, but also, though to a lesser
extent, nuciear export, increase upon growth factor stimuiation (Ando et ai, 2004; Costa et
ai, 2006). The nucleus being the site for ERK1/2 dephosphorylation (Voimat et ai, 2001),
fast nucieo-cytopiasmic transit is predicted to be more efficient in gene induction than
simpie nuciear retention (Ando et al, 2004). This again is in accordance with our reporter
gene studies in which the activity of ERK1 is reduced when it tethered to the nucieus by
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fusion with a NLS. Moreover, expression of a NLS-tagged MAP kinase in drosophila leads
to severe deveiopmental defects (Kumar et ai, 2003a). Our mode! proposes a dynamic
interplay between ERK1/2 and MEK1/2 through their binding and docking domains to
efficiently regulate their nucleo-cytopiasmic shuttiing, and consequentiy, their function.
This model is further validated in S. pombe, where the cytopiasmic iocalization of the IVIAP
kinase kinase Wisl plays a crucial role in the activation and nuciear entry of the MAP
kinase Spcl (Nguyen et al, 2002), and nucleo-cytoplasmic shuttiing is required for both
function and regulation of the pathway (Gaits & Russeli, 1999).
ERK1 phosphoryiation on serine 283 is required for NGF-induced PC12 neura!
differentiation and may play a role in other ceiiular phenotypes. For exampie, an important
proportion of HeLa ceiis co-expressing ERK1 S2$3A and MEK1 DD dispiayed a reduced
nuciear and overa!! ceil size (Figure 2-15A). Also observed in celis co-expressing ERK1
wt-NES and IVIEK1 DD (but flot ERK1 S283A-NL$ and MEK1 DD; Figure 2-17A), this
ceiiu!ar morphoiogy is comparable to the nuc!ear shrinkage observed in PCÏ2 ceil under
hypoxic conditions, a phenomenon that is associated with caspase-independent ce!i death
and requires phospholipase A2 (PLA2) activity (Shinzawa & Tsujimoto, 2003). cPLA2 is an
ERK1/2 cytopiasmic target that is activated upon phosphory!ation (Lin et ai, 1993). Given
that ERK1 wt and S283A are phosphory!ated and activated to the same extent by MEKÏ
DD (Figure 2-14C), we assume that total ERK1 activity in ceiis expressing either ERK1
variant is the same. Furthermore, the activity of ERK1 wt is spiit between the cytop!asm
and the nucieus, whereas ERK1 S283A activity is restricted to the cytopiasm. Therefore,
cytoplasmic ERK1 activity is augmented in ceils expressing ERK1 S283A, in comparison
to its wt counterpart (Figure 2-22B). We consequent!y hypothesize that excessive and
sustained ERK1 (S283A) cytopiasmic activity !eads to increased PLA2 activity and hence,
nuclear shrinkage. Restriction of ERK1/2 nuc!ear entry by cytop!asmic retention biocks
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) ceil migration (Tanimura et ai, 2002), and has been
proposed as a mechanism accounting for the reduced proliferation of endoderm
differentiated embryonic stem (ES) and embryonic carcinoma (EC) ceiis in response to
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growth factors (Smith et ai, 2004). Upon serum treatment of retinoic acid-differentiated ES
or EC ceils, ERK1/2 are normally phosphorylated by MEK1/2, and can activate
cytoplasmic but flot nuclear targets because their localization is restricted to the cytoplasm.
Further studies will determine if the phosphorylation of serine 283 or other sites plays a
role in nuclear shrinkage, apoptosis, ceil migration and other phenomena.
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2.2.3 Données supplémentaires
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Figure 2-23 Pliosphorylation de plusieurs sites sur HA-ERK1
A) Électrophorèse à deux dimensions de HA-ERK1 wt exprimée dans des cellules HeLa en
absence de sérum, suivant ou non un traitement à l’EGF. Les immunobuvardages anti-HA
et anti-pTpY ERK1/2 des lysats révèlent que ERK1 est sujette à plusieurs modifications
post-traductionnelles, peu importe son état d’activation. B) Marquage métabolique au [32P]
de cellules HEK 293 exprimant HA-ERK1 wt. La protéine est immunoprécipitée puis
digérée in-gel. Les fragments tryptiques libérés sont séparés par électrophorèse capillaire
dont les fractions sont déposées sur membrane de PVDF. Les phosphopeptides marqués
sont révélés par autoradiogramme avant d’être séquencés par dégradation d’Edman. Parmi
ceux-ci nous avons détecté la séquence NYLQSLPS renfermant la sérine 283 de ERK1. C)
Cartes phosphopeptidiques de HA-ERK1 wt et S283A dans des conditions similaires à (B).
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Figure 2-24 Dimérisation de ERK1
Co-précipitation de HA-ERK1-GST et HA-ERK1 en absence ou en présence de la forme
activée de MEK1 - Le mutant S283A forme aussi efficacement des dimères que sa variante
de type sauvage.
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Figure 2-25 La surexpression de PEA-15 inhibe l’activation de ERK1/2
Immunobuvardage à partir de lysats de cellules F1EK293 co-exprimant des variantes de
HA-ERK1-GST et Myc6-PEA-15 en absence ou présence de MEK1 DD. Le buvardage
avec l’anticorps contre la forme activée de ERK1/2 (pTpY ERK1/2) révèle que PEA-15
inhibe l’activation de ERK1/2 endogène ainsi que celle de ERKÏ wt et S283A par la forme
active de IVIEKÏ.
3 Discussion
Les travaux décrits dans les précédentes sections illustrent qu’un site de
phosphorylation peut affecter la localisation subcellulaire, et conséquemment, la manière
dont les signaux sont relayés dans les voies MAP kinase eucaryotes. Dans un premier
temps, nous avons identifié chez la levure S. cerevisiae, la thréonine 42 comme site de
phosphorylation sur la protéine régulatrice Ste5O (Section 2.1). La phosphorylation de la
thréonine 42 n’affecte pas l’association entre Stel 1 et Ste5O validant que ces interactions se
font via leurs domaines SAM respectifs (Wu et ai, 2006a; Wu et ai, 1999). Toutefois, la
mutation de ce site affecte la transmission de signaux de réponse aux phéromones qui sont
relayés par la MAPKKK Steil vers la voie Fus3. Malgré cela, ce site n’affecte pas la
résistance à l’osmolarité élevée impliquant Steil et la voie Hogi. En outre, la
phosphoryiation de la thréonine 42 modifie le fractionnement subcelluiaire de Ste5O, ce qui
suggère un changement de localisation subceilulaire. Des travaux subséquents ont confirmé
l’importance de la relocalisation membranaire de Stel 1 et Ste5O pour l’activation
spécifique de la voie Hogl (Tatebayashi et al, 2006; Wu et ai, 2006a).
Dans la seconde étude, nous avons identifié la sérine 283 comme un résidu
hautement conservé qui est phosphorylé sur la MAP kinase ERKI de mammifère (Section
2.2). La phosphorylation de ce site est requise pour l’association de ERK1 aux
nucléoporines et son entrée au noyau. Le mutant S283A est actif dans le cytoplasme, mais
ne possède pas d’activité nucléaire. Celui-ci se comporte même comme un dominant
négatif sur l’activité nucléaire de ERK1. L’activité au noyau de ERKÏ/2 est requise pour
certaines fonctions cellulaires comme la différenciation des PC 12.
3.1 Sites de phosphorylation
Nous avons utilisé des approches quelque peu distinctes, mais parfois
complémentaires afin d’identifier des sites de phosphorylation chez des protéines de levure
et de mammifère. Dans les deux cas, la phosphorylation du site a été confirmé par
mutagenèse dirigée, et nous avons pu observer des effets sur des processus cellulaires et
physiologiques.
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3.1.1 Identification chez SteSO
Afin d’isoler et d’identifier la thréonine 42 de Ste5O comme site de phosphorylation,
nous avons utilisé une combinaison d’approches in vitro et in vivo sur des mutants de
délétion et des mutants ponctuels. Ces expériences ont d’abord permis la reconnaissance
d’un important peptide tryptique dans la portion N-terminale de Ste5O contenant 8 résidus
sérine et thréonine qui ont tous été mutés individuellement ou en combinaison. Des essais
fonctionnels ont mis en évidence la thréonine 42 comme candidat à la phosphorylation in
vivo. En outre, la mutation de la thréonine 42 en alanine (T42A) seule ou en combinaison
avec les autres sérine/thréonine du peptide accélère la migration électrophorétique de Ste5O
(Figure 2-1OA, page 171). Néanmoins, le peptide disparaissant dans les cartes
phosphopeptidiques de Ste5O 8A est toujours présent chez Ste5O T42A tout comme chez
Ste5O 7A1T42 (Figure 2-lOB). Ceci suggère que la thréonine 42 n’est pas le seul résidu de
ce peptide pouvant être phosphorylé. Puisque le phosphopeptide détecté chez Ste5O wt,
T42A et 7A1T42, mais pas chez Ste5O sA, migre toujours au même endroit, il ne doit y
avoir qu’un seul résidu de phosphorylé à l’intérieur du peptide. En effet, afin de conserver
un profil de migration bidimensionnel identique, le phosphopeptide doit conserver ses
propriétés biochimiques de ratio charge/masse et d’hydrophobicité. L’ajout ou le retrait
d’un phosphate modifie significativement ces propriétés et perturbe les profils de migration
électrophorétique (TLE) et chromatographique (TLC) du phosphopeptide. Donc, il ne peut
y avoir à la fois qu’un seul site de phosphorylation sur le peptide contenant les 8 résidus
sérine/thréonine. Il s’agit de manière prédominante de la thréonine 42 qui affecte la
migration électrophorétique de Ste5O ainsi que la réponse aux phéromones. Cependant, un
autre résidu peut être phosphorylé en l’absence de la thréonine 42. Toutefois, cet autre site
à l’intérieur du phosphopeptide a des effets moins marqués que la thréonine 42 (Figure 2-2,
page 146), à tout le moins sur la conjugaison.
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3.1.2 Identification chez ERK1
L’identification de la sérine 283 de ERK1 a été effectuée par digestion tryptique de
la protéine marquée à même le gel de polyacrylamide après des étapes d’alkylation pour
faciliter l’extraction des peptides libérés. Ces peptides sont ensuite séparés par
chromatographie liquide à haute pression (HPLC) dont les fractions sont collectées
manuellement. Lorsque l’on détecte de la radioactivité dans l’une d’elles, la fraction est
soumise à une dégradation d’Edman automatisée afin d’obtenir la séquence du
phosphopeptide radioactif correspondant. La séquence est lue avant d’être comparée avec
des séquences connues. Notre équipe a par le passé obtenu des résultats probants avec cette
technique. Notamment, l’identification de deux sites de phosphorylation in vitro du facteur
de transcription GATA-4 par la MAP kinase p3$a (Charron et al, 2001) et celle d’un site
conservé de régulation négative sur MEK1 in vivo (Gopalbhai et al, 2003). Pour ERK1, une
digestion in-gel similaire sur une protéine marquée et immunoprécipitée, mais avec une
séparation des peptides par électrophorèse capillaire a elle aussi permis d’identifier le
phosphopeptide NYLQSLPSK contenant la sérine 283 (Figure 2-23B, page 214).
Cette digestion directe de protéines visibles au bleu de Coomassie offre des rendements
dépassant 90% (Hellman et al, 1995). La méthode que nous utilisons habituellement pour
générer des cartes phosphopeptidiques à partir de membranes de PVDF génère quant à elle
des rendements bien inférieurs (Boyle et al, 1991). Ces différences de rendement pourraient
expliquer les patrons similaires sur les cartes phosphopeptidiques de ERK1 wt et S2$3A
générées à partir de protéines adsorbées sur membrane de PVDF. Ces patrons sont toutefois
différents si l’on digère les protéines dans le gel (Figure 2-23C, page 214). Ces données
suggèrent que le phosphopeptide contenant la sérine 283 phosphorylée demeure adsorbé sur
la membrane de PVDF, mais peut être extrait par digestion in-gel. Somme toute, la
phosphorylation de la sérine 283 a été confirmée par mutagenèse dirigée avec digestion
dans le gel de polyacrylamide et séparation des peptides par HPLC (Figure 2-1 1C, page
182). Pour le mutant S283A, nous n’avons détecté aucune fraction significativement
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radioactive. Nous en concluons que le peptide NYLQSLPSK renfermant la sérine 283 n’est
phosphorylé que chez la protéine de type sauvage. La phosphorylation de la sérine 2$3 a
ultérieurement été confirmée par spectrométrie de masse, également sur des produits de
digestion tryptique in-gel (M.-C. Gingias et R. Aebersold, communication personnelle). En
outre, le haut degré de conservation de ce résidu suggère lui aussi un rôle important dans la
régulation de la protéine, ce que nous avons élucidé en partie par la suite.
3.1.2.1 Autres sites de phosphorylation
Plusieurs évidences soutiennent l’existence d’autres sites de phosphorylation chez
ERK1 et ERK2. D’abord, l’analyse du profil de ERK1 sur gel bidimensionnel (Figure
2-23A, page 214) suggère la présence de modifications post-traductionneltes. En effet, en
absence comme en présence d’EGF, ERK1 démontre différents points isoélectriques à
chacun desquels peut-être rattaché un état de modification post-traductionnelle. L’ajout de
chaque phosphate acidifie le point isoélectrique de la protéine. Conséquemment, la
présence de plusieurs points isoélectriques suggère que de multiples états de modification
post-traductionnelles (notamment la phosphorylation) co-existent simultanément sur ERK1,
certains de ces états étant plus abondants que les autres. Dans la même veine, cela suggère
aussi la possibilité de plusieurs niveaux de phosphorylation. Nos analyses par HPLC
(Figure 2-1 ÏC) ainsi que des cartes phosphopeptidiques (Figure 2-23C, page 214), pointent
également en direction de plusieurs sites de phosphorylation.
Plus récemment, d’autres analyses par spectrométrie de masse ont permis
d’identifier plus d’une demi-douzaine de nouveaux sites de phosphorylation sur ERK1
(S. Lehmann, M. Arcand, E. Bonneil, P. Thibault et S. Meloche). Parmi ceux-ci on retrouve
la très conservée sérine 170 ainsi que les thréonines 176 et 177 qui constituent le site ED du
sillon d’amarrage (Section 1.5.3.2.2.2, page 106; Figure 1-31, page 110). La
phosphorylation de ces thréonines leur confère une importante charge négative comparable
à celle des acides glutamique et aspartique du site ED de p38. La substitution de ces deux
résidus thréonine par des acides glutamique et aspartique, procure à ERK2 une sélectivité
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de liaison d’amarrage semblable à celle de p38 (Tanoue et ai, 2001a). Par ailleurs, la
phosphorylation de p38a sur la thréonine 123 située dans son sillon d’amarrage inhibe sa
liaison et son activation par MKK3 (Peregrin et aI, 2006). Bien que ce site ne soit pas
conservé chez ERK1/2, il demeure possible que la phosphorylation de résidus du sillon
d’amarrage affecte leur association avec IvIEKÏ/2. Des études subséquentes permettront de
déterminer si la phosphorylation d’un ou plusieurs de ces trois résidus nouvellement
identifiés modifie la sélectivité d’amarrage de ERK1 et si elle perturbe ses interactions avec
MEK1/2.
Tableau 3-I Alignement des MAP kinases humaines incluant tes sérines 283 et 286
MAP Sequencekinase
ERKI NYLQSLPSK
ERK2 NYLLSLPHK
JNK1 TYVENRPKY
.FNK2 NYVENRPKY
.TNK3 NYVENRPKY
P3$ci NYIQSLTQM
P38f3 TYIQSLPPM
P38y NYMKGLPEL
P3$b SYIQSLPQT
NLK HILRGPHKQ
ERK5 AYIQSLPPR
ERK7 SVLHQLGSR
ERK3 VYINDMTE
ERK4 SFVSSTWEV
Le peptide NYLQSLPSK refermant les sérines 283 et 286 a également été observé
sous forme doublement phosphorylée. La relation entre la phosphorylation des sérines 283
et 286 demeure encore mal comprise. Ces deux résidus se trouvent à la fin de l’insertion
des MAP kinases de ERK1, hors de structures secondaires bien définies. Cependant, à
l’opposé de la sérine 283, la sérine 286 est très peu conservée si ce n’est que chez les
orthologues de ERK1 (Tableau 2-III, page 184). Il en va de même dans l’ensemble des
MAP kinase humaines où la sérine 286 se retrouve chez ERK1 et chez les MAP kinases
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atypiques ERK3 et ERK7, alors que la sérine 283 est retrouvée chez toutes les MAP
kinases à l’exception de JNKÏ/213, NLK, ERK3 et ERK7 (Tableau 3-I). La sérine 286
pourrait alors contribuer à la spécificité de l’isoforme ERK1 par rapport à ERK2.
Par ailleurs, nos données de mutagenèse indiquent que la phosphorylation de la
sérine 283 précède celle de la 286. En effet, la mutation de la sérine 283 en résidu alanine
non-phosphorylable (S283A) empêche le marquage du peptide contenant les deux résidus
(Figure 2-11C, page 182). Ces résultats suggèrent que la sérine 286 ne peut être
phosphorylée que si la sérine 283 l’est préalablement.Cette phosphorylation doit donc se
faire de manière ordonnée. De même, l’un de ces résidus peut se voir déphosphorylé sans
affecter l’état de la phosphorylation de l’autre. Bref, sur la protéine néo-synthétisée, la
sérine 283 est d’abord phosphorylée, s’en suit celle de la 286 ce qui génère un peptide
bi-phosphorylé. La déphosphorylation individuelle de l’un ou l’autre des deux sites peut
alors produire un peptide mono-phosphorylé. Ainsi, le peptide peut avoir quatre états de
phosphorylation; non phosphorylé, phosphorylé sur la sérine 283, phosphorylé sur la sérine
286, et phosphorylé sur les deux résidus. Somme toute, plusieurs expériences doivent être
faites à ce chapitre afin de confirmer que la mutation 5283A inhibe la phosphorylatiori de
sérine 286. Il sera ensuite possible de déterminer si cette phosphorylation est bien
ordonnée. Pour ce faire, nous devrons procéder à d’autres analyses par spectrométrie de
masse en utilisant cette fois le mutant S2$3A plutôt que la protéine de type sauvage.
En outre, des anticorps phospho-spécifiques dirigés contre la sérine 283 etJou 286
pourraient s’avérer des outils fort utiles pour répondre à cette question Ceux-ci
permettraient de suivre l’état de l’un ou l’autre des sites par une procédure moins lourde
que celle encourue pour des analyses de spectrométrie de masse. De tels anticorps
pourraient également permettre de viualiser la régulation spatio-temporelle des sites, et de
détecter des variations des niveaux de phosphorylation dans certains processus ou
dérèglements physiologiques.
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Enfin, des études similaires à celles relatées dans ce document permettront
ultérieurement d’établir le rôle de la sérine 286 dans l’import et la fonction nucléaire de
ERKÏ, seule ou en combinaison avec la sérine 283. Nous serons alors en mesure de
déterminer si la phosphorylation de ces deux sites a des effets nuls, redondants,
complémentaires ou additifs. Nous espérons pouvoir en faire autant avec les autres sites de
phosphorylation récemment identifiés.
3.2 Protéine kinases impliquées
L’identification d’un nouveau site de phosphorylation mène inévitablement à se
poser la question quelle est la kinase qui en est responsable?
Plusieurs approches expérimentales peuvent être utilisées pour répondre à cette
question. Comme une kinase et son substrat se doivent d’interagir, des cribles d’interaction
peuvent permettre l’identification d’une kinase. Des expériences de double hybride chez la
levure ou de purification douce d’une protéine à deux épitopes (TAP-Tag) permettent
d’identifier des interactions stables, ce qui n’est pas toujours le cas entre une kinase et son
substrat (Tableau 1-XIII, page 101). En plus de constituer une approche complémentaire,
des essais de phosphorylation in vitro représentent alors une alternative intéressante. Dans
de telles expériences, le substrat est produit en bactérie, puis est mis en présence de kinases
potentielles. Toutefois, si ce substrat est une kinase, il est important d’utiliser un mutant
catalytiquement inactif afin d’éviter que celui-ci ne s’autophosphoryle et ne vienne
brouiller les résultats. C’est notamment le cas de ERK1/2 dont l’autophosphorylation peut
en outre conduire à leur activation (Robbins & Cobb, 1992; Rossomando et aI, 1992; Seger
et ai, 1991; Wu et al. 1991). Ces essais peuvent facilement être transposés à plus grande
échelle permettant d’employer de nombreux échantillons, comme par exemple, des
fractions chromatographiques à partir de matériel de base plus complexe, dont des liquides
biologiques ou des lysats cellulaires. Bien que laborieuse, cette technique a fait ses preuves
à plusieurs reprises au fil du temps (Johnson & Hunter, 2005).
224
Nous avons utilisé une forme catalytiquement inactive de ERK2 comme substrat
dans un essai kinase in gel. Pour ces essais, le substrat est immobilisé dans le gel de
polyacrylamide dans lequel on fait migrer les échantillons candidats. Ces derniers peuvent
être constitués entre autres, de lysat cellulaire, de fractions subcellulaires, de protéine co
immunoprécipitée par le substrat, ou une autre protéine plus ou moins purifiée. Postérieur
aux étapes de migration, les protéines du gel sont renaturées en présence de [y-32P] ATP
afin que les kinases du gel phosphorylent le substrat qui s’y trouve. La phosphorylation est
alors détectée par autoradiogramme du gel entier. La présence d’une bande indique qu’il y
a eu phosphorylation du substrat, en plus de fournir la masse moléculaire apparente de la
kinase. Lorsque nous avons procédé à ce type d’essais à partir de lysats ou de protéines co
précipitant avec une forme inactive de ERK1, nous avons effectivement détecté de
multiples bandes par autoradiogramme. En contrepartie, les mêmes bandes étaient
également visibles sur un gel contrôle ne contenant pas de substrat, suggérant que
l’autophosphorylation de ces kinases masquait tout signal spécifique. Par la suite, nous
avons focalisé nos expériences sur les effets biologiques de la sérine 283 plutôt que sur la
recherche de kinases.
Par ailleurs, lorsqu’une kinase candidate est identifiée, on doit à nouveau
entreprendre des essais de phosphorylation du substrat. Ces essais devrait idéalement
contenir des contrôles positifs comme un autre substrat bien caractérisé de la kinase et, si
possible, une forme activée de la kinase. À l’opposé, une forme catalytiquement inactive de
la kinase, et un substrat dans lequel le site de phosphorylation a été muté devraient figurer
parmi les contrôles négatifs. De plus, la même kinase provenant d’une autre source (ex.:
recombinante plutôt qu’ immunoprécipitée) permet encore de confirmer davantage son lien
avec le site de phosphorylation.
Une fois encore, les anticorps phospho-spécifiques peuvent s’avérer de précieux
instruments de travail, permettant de suivre l’état de phosphorylation in cyto et in vitro du
site identifié. On peut alors procéder à des essais kinase in vitro sans radioactivité avec un
monitoring par immunobuvardage et chimioluminescence, ou par fluorescence, selon le
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type d’anticorps secondaire utilisé. Le recours à la fluorescence permet en outre une
détection rapide et à grande échelle, facilitant les cribles automatisés pour identifier des
kinases potentielles. Enfin, en utilisant ces anticorps phospho-spécifiques en
immunobuvardage sur des lysats de cellules traitées avec des inhibiteurs pharmacologiques
de la kinase potentielle (dans la mesure où ceux-ci sont disponibles), cette dernière se verra
confirmée comme responsable de la phosphorylation du site in vivo. Des approches
complémentaires impliquant des siRNA dirigés contre la kinase, ou des cellules dans
lesquelles la kinase a été inactivée permettront de valider ces conclusions. Le nombre et la
variété des approches seront garants de la solidité des conclusions.
3.2.1 Caséine kinases
Nous avons étudié la phosphorylation de Ste5O et de ERK1 qui sont des
composantes essentielles des voies MAP kinases auxquelles elles appartiennent. Outre ces
liens, la possibilité que les sites identifiés soient tous deux des substrats pour des isoformes
des Caséines kinases (CK) semble les rapprocher un peu plus.
3.2.1.1 Thréonine 42 et Caséine kinase 1
Dans le cas de Ste5O, nous avons eu recours à une librairie de kinases qui ont été
exprimées puis utilisées dans des essais de phosphorylation in vitro. Trois kinases ont
d’abord été identifiées (Yckl, Gin4 et Rimi 1), mais d’entre elles, seulement Yckl est
capable de phosphoryler la thréonine 42 adéquatement (Figure 2-5E, pagel54). Afin de
confirmer le rôle de Yckl in vivo, une souche dans laquelle les isoformes de Caséine
kinase 1 Yckl et Yck2 sont inactivées à 37°C a été utilisées pour des essais de conjugaison.
Les deux isoformes ont été ciblées puisque, d’une part la librairie est incomplète, et d’autre
part, ces protéines ont des sélectivités qui se chevauchent (Gross & Anderson, 199$). De
plus, elles sont toutes deux régulées par la proximité du substrat, ce dernier étant très
abondant dans les essais de phosphorylation in vitro. De surcroît, Yckl et Yck2 sont toutes
deux exprimées à la membrane, d’où partent les signaux de conjugaison.
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Le mutant T42D qui permet de court-circuiter le recours au domaine SAM de Stel 1
est incapable d’induire la conjugaison à la température non-permissive, en absence de Yckl
et Yck2 (Figure 2-7, page 157). Ceci est expliqué par le fait que l’activité CK1 est
essentielle à plusieurs processus physiologiques, notamment à différentes étapes de la
conjugaison (Chen & Konopka, 1996; Robinson et al, 1992; Wang et al, 1996).
Conséquemment, il est difficile de confirmer avec certitude absolue que Yckl phosphoryle
effectivement la thréonine 42 de Ste5O in vivo, malgré que les évidences in vitro soient
solides et convergentes.
3.2.1.2 Sérine 283 et Caséine kinase 2
Contrairement à la phosphothréonine et la phosphotyrosine, le contenu en
phosphosérine de ERK1 (et ERK2) demeure similaire peu importe que la protéine ait été
isolée à partir de cellules quiescentes, en croissance expotentielle ou traitées avec divers
agonistes (Gopalbhai & Meloche, 199$; Robbins & Cobb, 1992; Vouret-Craviari et al,
1993). En outre, un traitement avec l’inhibiteur pharmacologique PDO9$059 révèle que
cette phosphorylation en sérine est indépendante de IvffiKl/2 (Figure 2-1 lA, page 182).
L’ensemble de ces données suggère une phosphorylation constitutive de résidu(s) sérine de
ERK1.
Tableau 3-II La sérine 283 comme substrat potentiel de CK2
Protéine Séquence Réf
ERK1 YLQSLPS
JNK2a2 TEQTLApS [lj
c-Jun EPQTVPE [2]
f3Catenin QQQSYLD [3]
Consensus CK2 S/TXXE/D/pS [4]
Consensus CK1 pSXXS/T [4]
Réf. t [1] (Fieming et ai, 2000); [21 (Meggio et ai, 1995); (3] (Song et ai, 2000); [4] (Meggio & Pinna, 2003)
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Puisqu’elle possède une activité constitutive, de nombreux substrats et une séquence
consensus de phosphorylation donnée par SXX(E/D/pS); (Meggio & Pinna, 2003), la
Caséine kinase 2 (CK2) pourrait constituer une enzyme de choix pour la phosphorylation
de la sérine 283 de ERK1. Toutefois, le respect de ce consensus suppose que le peptide de
la sérine 283 ait la séquence NYLQSLPpSK. Dans ce cas, la sérine 286 serait elle aussi
phosphorylée, ce qui est compatible avec nos données (Section 3.1.2.1). De plus, des
peptides aux séquences similaires ont été décrits dans la littérature comme étant des
substrats de CK2 in vitro ou in vivo (Tableau 3-II). Parmi les protéines arborant de tels
peptides on retrouve le facteur de transcription c-Jun (Papa & Tager, 1995), la MAP kinase
JNK2 (Fleming et al, 2000) ainsi que 3-caténine (Song et ai, 2000). Nonobstant que la
translocation au noyau n’ait été démontrée que pour son isoforme INK1, JNK2 possède
néanmoins une activité nucléaire (Aplin et al, 2002; Cavigelli et al, 1995). De même,
3-caténine transloque au noyau suivant son activation (Moon, 2005). En outre, la séquence
SLPS est retrouvée dans la portion N-terminale de MEK5, une MAPKK résidant au noyau
en permanence (Raviv et al, 2004).
Par ailleurs, CK2 affecte le transport nucléo-cytoplasmique de la ribosome S6
kinase II (Panasyuk et al, 2006), une protéine qui est activée par des signaux trophiques, à
l’instar de ERK1/2. De plus, suivant une stimulation à l’insuline, l’activité CK2 va de pair
avec l’activité nucléaire de ERK1/2 (Kim & Kahn, 1997). De surcroît, CK2 s’ associe à Ksr
et agit comme régulateur positif de la voie ERK1/2 (Ritt et al, 2007). Ksr est également une
protéine qui transite par le noyau et dont la phosphorylation et les interactions avec
MEK1/2 affectent sa localisation subcellulaire (Brennan et al, 2002; Muller et al, 2001).
Dans ce qui pourrait ressembler à une relation de réciprocité, la sérine 286 constitue
un excellent site CK1 si la sérine 283 est phosphorylée. Au sein du peptide NYLQpSLPSK,
la sérine 286 remplit le consensus pSXXS favorisé par la CK1 (Meggio & Pinna, 2003).
Bref, la sérine 283 pourrait être phosphorylée par la CK2 dans la mesure où la sérine 286
l’est déjà. De son côté, la serine 286 deviendrait une cible CKY si la sérine 283 est
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phosphorylée au préalable. Il faudrait alors déterminer lequel de ces deux sites est
phosphorylé en premier. Autrement, nous assisterions à ce qui ressemblerait à un jeu de
l’oeuf ou la poule entre CK2 et CK1 pour la phosphorylation des sérines 283 et 286,
respectivement.
3.2.2 Motifs consensus pour la sérine 283
La sérine 283 peut correspondre à un consensus CK2, particulièrement si la sérine
286 est phosphorylée. Cependant, ce résidu peut également faire partie d’autres séquences
consensus sans pour autant que la sérine 286 ne soit phosphorylée. Pour en savoir
davantage sur des kinases potentielles, la séquence de ERK1 utilisée dans nos expériences a
été soumise aux bases de données et algorythmes de prédiction de sites de phosphorylation
que constituent Phospho ELM (http://phospho.elm.eu.org); (Diella et ai, 2004), Phosphosite
(http://www.phosphosite.org); (Hornbeck et al, 2004), PPSP (http://bioinformatics. lcd
ustc.org/PPSP); (Xue et al, 2006) et Phospho 3D (http://cbm.bio.uniroma2.itlphospho3d);
(Zanzoni et al, 2007). Ceux-ci ont d’abord validé la phosphorylation des résidus thréonine
et tyrosine activateurs par les MAPKK IVIEKÏ et MEK2. Quant à la sérine 283, elle pourrait
se voir phosphorylée par plusieurs kinases dont le consensus demeure souvent mal défini
ou très variable (Tableau 3-III, page 229). Somme toute, la valeur prédictive des
algorythmes demeure faible, mais la probailité que la sérine 283 soit phosphorylée par une
de ces kinases est plus grande que pour CK2.
Ces kinases potentielles sont essentiellement impliquées dans divers stades du cycle
cellulaire ou dans les voies MAP kinases. Les kinases de la sous-famille Chk sont
importantes pour la détection du dommage à l’ADN et permettent la transition en mitose
depuis la phase 02. Le peptide RNYLQSLPSK de ERK1 ne constitue pas un substrat
parfait selon le consensus RXXS puisqu’il correspond davantage à la séquence RXXXS.
Or, Chkl favorise les substrats avec un acide aminé hydrophobe en position +1 (ONeill et
al, 2002) tel que la leucine 284 de ERK1, voisine de la sérine 283. Également impliquée
dans la détection, mais aussi la réparation du dommage à l’ADN, DNA-PK est une kinase
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atypique. Ses substrats ont une glutamine précédant le site de phoshorylation, comme c’est
le cas de la sérine 283 de ERK1. Avec une arginine en position -5, la sérine 283 constitue
un faible consensus pour les kinases de la sous-famille Aurora. Ces dernières sont
impliquées dans la ségrégation des chromosomes (Meraldi et al, 2004). Quant à NIMA et
ses orthologues de la sous-famille Nek, le motif consensus est donné par FXXT ou
F(KIR)(K!R)(SJT). De manière peu restrictive, la tyrosine 280 de ERK1 avec sont noyau
aromatique pourrait se substituer à la phénylalanine du motif qui deviendrait alors YXXS.
Si l’une de ces candidates s’avère la kinase de la sérine 283 in vivo, cela pourrait davantage
resserrer les liens qui unissent ERK1/2 au cycle cellulaire (Section 1.4.1.3.3, page 50) et à
la transition 021M (Section 1.4.1.3.5, page 51).
Tableau 3-III Kinases potentielles de la sérine 283 de ERK1
Kinase(s) Famille Fonction Consensus Réf
Chkl/Chk2 CAMK Transition G2/M RXXS [1J
DNA-PK Autre Détection du dommage à l’ADN Q(S/T) [21
Ipll/Aurora Autre Cycle cellulaire (K/R)13X(S/T) [3]
NJMAINek Autre Condensation des chromosomes F(KIRJX)(KIRJX)(S/T) [4, 5]
MAPKKK Ste Activation MAPKK SXXXS [6]
PAK Ste Activation MAPKKK (K/R)1,X12S [7]
Réf t [1] (O’Neill et ai, 2002); [2] (Collis et ai, 2005); [3] (Meraidi et ai, 2004); [4] (Descamps & Prigent,
2001); [5] (Malumbres & Barbacid, 2007); [6] (Baccarini, 2005); [7] (Bokoch, 2003)
Par contre, toujours selon ces algorythmes, la sérine 283 de ERKÏ constituerait un
meilleur substrat pour les MAPKKK et les PAK de la famille Ste (Tableau 3-III). La
phosphorylation de ERK1 par ces kinases laisse présager l’existance d’une boucle de
rétroaction. Or, nos données montrent que la phosphorylation en sérine est indépendante de
l’activité de MEK1/2, et conséquemment de l’activation de ERK1/2. Ce qui exclut donc
que la phosphorylation de la sérine 283 fait partie d’une boucle de rétroaction. Ainsi, des
kinases des sous-familles PAK et Raf court-circuiteraient MEK1/2 afin de «préparer»
ERK1 pour l’entrée au noyau qui suit de son activation. PAK1 peut interagir avec Raf et
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ERK1/2 (Tableau 1-XVII, page 120), tout comme peuvent le faire MEK1/2 et Raf
(Takekawa et aI, 2005). L’ensemble de ces interactions pourrait mener à l’assemblage de
complexes d’activation au sein desquels Raf etlou PAK régulent positivement ERK1/2 sans
pour autant les activer directement. De plus, des IvIAPKKK et des membres de la sous-
famille PAK reliés à d’autres voies MAP kinase pourraient eux aussi agir sur ERK1 afin de
favoriser son activité nucléaire. Cependant, bien du travail doit être abattu avant de pouvoir
valider ce modèle. Une des premières étapes consiste à vérifier la phosphorylation de la
sérine 283 par Raf etlou PAK, in vitro puis in vivo. Ensuite, nous déterminerons si cette
phosphorylation se produit effectivement au sein de complexes d’activation. Alors, nous
pourrons observer ces complexes par microscopie confocale. De plus, il sera possible
d’étudier l’impact de divers mutants de liaison sur la phosphorylation de la sérine 283 et
l’entrée au noyau de ERK1.
3.3 Modèle de transport nucléo-cytoplasmique de ERK1/2
Nos travaux ont permis d’établir le rôle de la sérine 283 pour la fonction nucléaire
de ERK1. Des analyses de la localisation ont révélé que la sérine 283 est requise non
seulement pour l’accumulation nucléaire de ERK1, mais également pour son entrée au
noyau. La phosphorylation de ce résidu est importante pour la liaison de ERK1 avec MEK1
et avec les Nup. Sans perturber les interactions d’amarrage commun, la mutation de la
sérine 283 en alanine inhibe les interactions médiées par l’insertion des MAP kinases
(MKI) dont celles avec les Nup qui sont essentielles à son entrée au noyau. Nous avons
vérifié en parallèle que l’ajout d’un NLS peut effectivement permettre au mutant ERK1
S283A de surmonter ce défaut d’accumulation nucléaire. De manière concomitante, la
greffe d’un NES sur la protéine de type sauvage lui confère des propriétés similaires à celle
du mutant S2$3A.
Ces études de localisation subcellulaire ont pour la plupart été réalisées en présence
de MEK1 de type sauvage (wt) ou d’une forme constitutivement active (DD) pour deux
raisons. La première étant que la présence de MEK1 DD assure une activation forte de
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ERK1/2 sans pour autant activer d’autres voies de signalisation comme le feraient le
traitement de cellules avec du sérum ou des facteurs de croissance. En second lieu, c’est
pour des motifs de visualisation et de comptage de cellules. En effet, ERK1 exprimée en
absence de MEK1 se retrouve davantage dans le noyau, même dans des cellules privées de
sérum (Figure 2-1 5C, page 192) alors que la protéine endogène est cytoplasmique dans de
telles conditions (Lenormand et al, 1993). Cependant, la co-expression de ERK1 avec
MEK1 de type sauvage ou une variante catalytiquement inactive (K97A) rétablit cette
localisation cytoplasmique. De même, IvifiKi DD induit une importante accumulation
nucléaire de ERK1/2. En outre, ces études de co-expression ont contribué à améliorer la
compréhension du rôle de IVIEKÏ dans la localisation subcellulaire de ERK1 et ont illustré
l’influence de ERK1 sur la localisation de IvifiKi.
3.3.1 ERK1 et MEK1 influencent mutuellement leur localisation
En effet, nous avons d’abord observé que la localisation de MEK1 va souvent de
pair avec celle de ERK1. Nous avons alors évalué l’accumulation nucléaire de MEK1 DD
en co-expression avec différentes variantes de ERK, et ce en absence ou présence de LMB
(Figure 2-15E). Lorsque co-exprimée seule (avec un vecteur vide), IVIEK1 DD est
fortement cytoplasmique (moins de 10% nucléaire) alors que la LMB cause son
accumulation au noyau (près de 70%), nous servant du coup de contrôle positif (Adachi et
al, 2000). Cette accumulation nucléaire de MEKÏ DD est réduite en présence de ERK1 wt
ou TYAF (environ 40%), suggérant un ralentissement de son transit nucléo-cytoplasmique.
Le mutant ERK1 TYAF n’est pas activé par MEK1 DD puisque sa thréonine et sa tyrosine
activatrices ont été substitués pour des résidus similaires mais non phosphorylables.
Conséquemment, ERK1 TYAF entre moins au noyau en présence de MEK1 DD que ERK1
wt (Figure 2-15C, page 192). Toutefois, ERK1 TYAF se voit quand même relocalisé au
cytoplasme par MEK1 wt (ou MEK1 K97A), et demeure sensible à la LMB. En
contrepartie, ERK1 S2$3A est insensible à la LMB et reste localisé au cytoplasme en
présence de MEK1 wt, K97A ou DD. En outre, ce mutant maintient davantage MEK1 DD
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dans le cytoplasme (environ 25% nucléaire) que les variantes wt et TYAF. Ces expériences
confirment dans leur ensemble que MEKY modifie la localisation de ERK1 en permettant
notamment son ciblage cytoplasmique, mais elles établissent également que la localisation
subcellulaire de MEK1 est affectée par celle de ERK1.
Nos expériences de ciblage nucléaire de ERK1 par l’ajout d’un NLS sont elles aussi
en accord avec ces observations. Réciproquement à IVIEK1 wt qui peut titrer ERKÏ vers le
cytoplasme, ERK1 wt-NLS et même ERKÏ S283A-NLS peuvent induire la relocalisation
nucléaire de MEK1 wt (Figure 2-17A, page 195). Cependant, MEKÏ DD demeure
cytoplasmique, suggérant une dissociation d’avec ERK1 subséquemment à l’activation de
cette dernière.
En présence de MEK1 wt ou DD, ERK1 S283A est localisée au cytoplasme. Des
phénotypes similaires à ceux obtenus avec ERK1 S283A peuvent être générés par ciblage
cytoplasmique de la protéine de type sauvage. En outre, ERK1 S2$3A réside au cytoplasme
indépendamment de son état d’activation. C’est aussi le cas de MEKY qui semblait à priori
un bon candidat à la séquestration cytoplasmique de ERKY S2$3A. Or, nos essais de
co-précipitation in vivo ont révélé que ERKÏ S283A lie IvfEKY avec une efficacité
nettement moindre que ERK1 wt (Figure 2-19A,B, page 200). Pourtant, ERK1 S283A est
titrée vers le cytoplasme en présence de MEK1. De même, MEK1 wt est relocalisée au
noyau par ERK1 S283A-NLS. Ces observations suggèrent que ERK1 S2$3A et MEK1
peuvent interagir de manière suffisante pour affecter leurs localisations subcellulaires
respectives.
Deux régions de ERK1 lui permettent d’interagir avec MEK1. D’abord, son sillon
d’amarrage est utilisé par MEKÏ ainsi que plusieurs autres régulateurs et effecteurs de
ERKÏ/2 lors d’interactions d’amarrage commun (CD). Le second type d’interactions avec
MEK1 se fait via le MM de ERKÏ et implique la sérine 283. La mutation S283A perturbe
la liaison de ERK1 à MEK1 sans affecter les interactions CD (Figure 2-19C). Les
interactions CD entre ERK1/2 et MEK1/2 ont deux principales fonctions: le recrutement
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cytoplasmique ainsi que l’activation de ERK1/2 par MEK1/2 (Grewal et ai, 2006). Il en va
de même dans notre modèle expérimental où le mutant du sillon d’amarrage ERK1 D328N
n’est pas recruté au cytoplasme par IvifiKi et demeure nucléaire (Figure 2-21A, page 208).
En revanche, les propriétés d’activation et de rétention cytoplasmique demeurent
inaffectées chez ERK1 S283A. Ce mutant est néanmoins défectueux dans ses interactions
avec MEK1 et celles avec les Nup. De plus, ERK1 S283A n’entre pas au noyau et réduit
l’accumulation nucléaire de MEKÏ induite par la LMB. À la lumière de plusieurs
observations incluant les nôtres, nous proposons un modèle où les interactions CD servent
au recrutement cytoplasmique, alors que celles se faisant via le MKI servent à l’entrée au
noyau de ERK1 en compagnie de MEK1. MEK1 utilise ERKÏ pour entrer au noyau, alors
que MEK1 remorque ERK1 pour un retour au cytoplasme. Ces deux protéines se dissocient
dans le noyau d’où MEK1 peut ressortir d’elle-même, et où ERK1 demeure ancrée pour se
voir ultimement inactivée par des phosphatases nucléaires.
3.3.1.1 Amarrage commun et export
ERK1 peut se réassocier avec IVIEK1 pour ressortir du noyau, mais peut également
servir de cargo à d’autres protéines contenant un NES, toujours via des interactions CD. Par
exemple, les tyrosine phosphatases STEP et PTP-SL contiennent un NES en plus d’un
motif d’amarrage commun. Ces protéines recrutent et maintiennet ERK2 au cytoplasme
(Blanco-Aparicio et ai, 1999; Zuniga et al, 1999). Afin de valider ce modèle, nous avons
co-transfecté ERK1 wt ou S283A avec MNK1, qui possède un NES et un motif d’amarrage
commun à l’instar de MEK1. Effectivement, MNK1 induit la relocalisation cytoplasmique
de ERK1 wt, TYAF et S2$3A (Figure 2-21B). ERK1 wt s’accumule au noyau en présence
de MEK1 DD, or l’ajout de IvINK1 induit sa relocalisation au cytoplasme (Figure 2-13B,
page 187). Ainsi, ERK1/2 sont relocalisées au cytoplasme indépendamment de leur état
d’activation (Horgan & Stork, 2003). En contrepartie, le mutant du sillon d’amarrage ERK1
D328N demeure au noyau en présence de MNK1, confirmant que les interactions
d’amarrage commun sont requises pour le recrutement cytoplasmique de ERK1/2.
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3.3.1.1.1 Séquences d’amarrage et de localisation
Les motifs d’amarrage jumelés à des NES constituent une remorque parfaite pour le
retour de ERK1/2 vers le cytoplasme. Singulièrement, des similitudes entre les deux
séquences consensus sont notables. En effet, sous forme simplifiée, le consensus du motif
d’amarrage est donné par (KfR)24XLXL et celui du NES par LX23LX23L)Œ. Le motif
LXL, voire LXLXL, est présent dans les deux consensus. Ceci laisse présager que la liaison
d’une protéine à une MAP kinase par interactions CD masquerait son NES et empêcherait
la sortie de la MAP kinase vers le cytoplasme. Les interactions entre un NES et une
exportine sont très faibles (Kutay & Guttinger, 2005), suggérant qu’une MAP kinase
venant s’amarrer à une protéine portant un tel motif (servant à la fois pour l’amarrage
commun et l’export nucléaire) pourrait déloger une exportine préalablement liée. Alors, la
MAP kinase pourrait bloquer ou du moins ralentir l’export nucléaire. Nos expérences
démontrent que l’accumulation nucléaire de MEK1 DD n’est pas affectée par la co
expression de ERK1 wt (Figure 2-15B, E, page 192). Cependant, un traitement à la LMB
réduit significativement cette accumulation. Ces données suggérent que ERK1 favorise
l’import nucléaire de 1VIEK1 sans ralentir son export. En outre, ERK2 peut accroître
l’activité GTPase de RanGAP (Faustino et al, 2006), impliquant une augmentation plutôt
qu’une diminution de l’import et l’export nucléaires. Enfin, nos expériences sur ERK1 avec
IVIEK1 et IVINK1 indiquent que ces dernières recrutent ERKÏ au cytoplasme par des
interactions CD. MEK1 et MNK1 possèdent chacune plusieurs de ces consensus (Tableau
1-XIV, page 107; Tableau 1-XVI, page 116). Certaines séquences ressemblent davantage à
un NES, d’autres correspondent mieux à un motif d’amarrage commun. Nous proposons
que la multitude de ces motifs permet une reconnaissance simultanée par la MAP kinase et
l’exportine CRM-1. En outre, la présence de plusieurs de ceux-ci sur une protéine la
rendrait propice à exporter des MAP kinases hors du noyau.
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3.3.2 Cycle nucléo-cytoplasmique
Le modèle dynamique que nous proposons (Section 2.2.2.5; Figure 2-22, page 211)
appuie les observations d’un transit nucléo-cytoplasmique continu de ERK1/2 (Ando et ai,
2004; Costa et ai, 2006; Furuno et ai, 2001; Horgan & Stork, 2003; Voimat & Pouyssegur,
2001) et IvIEK1/2 (Jaaro et aI, 1997; Tolwinski et aI, 1999; Yao et ai, 2001), transit qui
accélère lors de l’activation de la voie. Celui-ci permet notamment une activation rapide de
gènes cibles avec une grande sensibilité (Ando et ai, 2004; Whitehurst et ai, 2004a). De
plus, ce cycle est important car il permet d’activer correctement la voie ERK1/2. Le retour
au cytoplasme est garant d’une activation adéquate de la MAP kinase, mais aussi de son
ciblage nucléaire subséquent (Grewal et ai, 2006; Nguyen et ai, 2002).
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Figure 3-1 Activité nucléaire relative des mutants de ERK1
Activité nucléaire de variantes de ERK1 obtenue par essais luciférase gène rapporteur
Eik-1 (Figure 2-17, page 195) et normalisée par leur activité phosphotransférase en
présence de IVifiK1 DD.
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De manière concomitante, l’accumulation cytoplasmique ou nucléaire de ERK1 par
l’ajout d’un NES ou d’un NLS réduit son activité et sa capacité à activer le facteur de
transcription Elk-1 (Figure 2-17B, page 195). Ainsi, un cycle nucléo-cytoplasmique
complet est requis pour que ERK1 ait une activité nucléaire maximaimale. Par ailleurs, la
baisse d’activité nucléaire semble moins importante pour ERKÏ wt-NES que pour ERK1
wt-NLS, mais n’est attribuable qu’à une activité catalytique plus élevée (Figure 2-17D).
ERK1 wt-NES peut être plus facilement activée par MEKÏDD puisque les deux se
retrouvent longtemps ensemble au cytoplasme. De surcroît, ERK1 wt-NES devient
inaccessible aux phosphatases nucléaires. Effectivement, la normalisation de l’activité
luciférase induite par MEK1 DD des mutants -NLS et -NES de ERK1 par leur activité
phosphotransférase (Figure 3-1) révèle que ERKI. wt-NES possède une activité nucléaire
reLative comparable à celle de ERKI S283A. De plus, celle de ERK1 wt-NLS et
ERK1 S283A-NLS sont similaires. Ceci confirme que le défaut d’activité nucléaire de
ERK1 S283A est attribuable à son incapacité à entrer au noyau, phénomène qui peut être
reproduit par l’ajout d’un NES sur la protéine de type sauvage.
En somme, la sérine 283 fait partie du MKI, la région de ERK1I2 la plus affectée
par la phosphorylation sur les résidus thréonine et tyrosine activateurs, après la boucle
d’activation elle-même. La phosphorylation de ce résidu permet à ERK1 d’interagir
spécifiquement avec certaines protéines. Parmi ces dernières, on retrouve des Nup qui sont
essentielles pour l’entrée au noyau. Ces interactions sont plus fortes lorsque ERK1 est
active, ce qui lui permet alors de lier efficacement les Nup et de franchir le NPC. La sortie
du noyau quant à elle, se fait à la manière d’un train où ERK1/2 sont remorquées par
MEK1/2 (ou d’autres protéines) via des interactions CD. L’exportine CRM-1 agit comme
locomotive d’export en remorquant MEKÏ/2 via leur NES. Le retour au cytoplasme de
ERK1/2 leur permet d’amorcer adéquatement un nouveau cycle nucléo-cytoplasmique dont
la vitesse augmente considérablement lorsque ces kinases sont activées.
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3.3.3 Dimérisation de ERK1/2
Par ailleurs, ii a été proposé que i’homo-dimérisation de ERK2 est impliquée dans
sa transiocation nucléaire (Adachi et ai, 1999; Cobb & Goldsmith, 2000; Khokhlatchev et
ai, 1998); (voir aussi Section 1.5.2.3.2.1, page 89). Les dimères de la forme activée de
ERK2 ont d’abord été observés in vitro sur des cristaux de la protéine (Canagarajah et al,
1997). En outre, des profils chromatographiques différents en plus d’essais de
centrifugation analytique ont confirmé que la forme de ERK2 phosphorylée sur la thréonine
et la tyrosine de la boucle d’activation est prompte à la dimérisation (Khokhlatchev et ai,
1998; Wilsbacher et ai, 2006). Par ailleurs, ERK1 activée forme également des dimères in
vitro, mais aussi in vivo. En effet, des complexes résistants au dodécylsulfate de sodium
(SDS) et ayant un poids moléculaire apparent plus élevé ont été observés dans des extraits
d’oursins ou de cellules HeLa à partir desquels ERK1 phosphorylée en thréonine et tyrosine
a été immunoprécipitée (Philipova & Whitaker, 2005). Ces complexes sont reconnus en
immunobuvardage par différents anticorps dirigés contre la forme active de ERK1, ou
contre la protéine ERK1 totale. De plus, les dimères de ERK1 possèdent une activité
catalytique accrue. Ils représentent toutefois un très faible pourcentage de la quantité totale
de ERK1 dans une cellules (Philipova & Whitaker, 2005), ce qui pourrait en outre
expliquer que la dimérisation de ERK2 n’a pas pu être observée par FRET (Burack &
Shaw, 2005).
L.)
Structure cristalline de la forme activée de ERK2. A) Vue d’ensemble du dimère de ERK2
montrant notamment la phosphorylation des résidus thréonine (pT) et tyrosine (pY)
activateurs. L’insertion des MAP kinases est représentée par un ruban rose au haut et au bas
de l’image, selon la molécule à laquelle il appartient. B) Vue rapprochée de l’interface de
dimérisation avec les principaux résidus impliqués.
Tiré de (Khokhlatchev et al, 1998)
Les résidus impliqués dans la dimérisation sont principalement des leucines situées
près de la grande hélice a à l’extrémité C-terminale (Figure 3-2), là où cette dernière
enjambe le petit lobe (Khokhlatchev et al, 1998). Ces leucines entrent en contact les unes
avec les autres à la manière d’une fermeture éclair (zipper). Toujours dans cette région, un
acide glutamique forme un pont salin avec la boucle d’activation de son partenaire via un
résidu histidine. La mutation de ces sites (ERK2 H176E L4A) n’affecte pas l’activité
phosphotransférase de la protéine (Wilsbacher et ai, 2006). Cependant, un mutant
équivalent fusionné à la GFP s’accumule au noyau de cellules PCÏ2 de manière déficiente,
principalement dans la phase initiale de l’entrée nucléaire (Horgan & Stork, 2003). Par
Figure 3-2 Dimérisation de ERK2
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ailleurs, une grosse protéine chimérique résultant de la fusion du mutant de dimérisation
avec la 3-Galactosidase (13-Gal-ERK2 H176E L4A), n’entre pas au noyau lorsque MEK1 et
B-Raf sont activées (Adachi et al, 1999). En revanche, une chimère similaire avec ERK2 de
type sauvage (f3-Gal-ERK2 wt) entre au noyau dans les mêmes conditions. Toutefois, cette
translocation nécessite de l’énergie, suggérant que le dimère requiert un transport actif pour
entrer au noyau, Or, l’entrée nucléaire de ERK2 ne nécessite pas d’apport en énergie ou de
facteurs de transport (Burack & Shaw, 2005; Whitehurst et al, 2002). De surcroît, des
expériences de microscopie et de FRET réalisées avec des cellules épithéliales (HEK 293)
ou ovariennes (CHO) mènent à la conclusion que la dimérisation n’affecte pas les
cinétiques d’import ou d’export nucléaires de ERK2 (Burack & Shaw, 2005; Wolf et al,
2001).
Nous savons maintenant que la sérine 283 de ERK1 est requise pour son entrée au
noyau et que la mutation de ce site génère une forme cytoplasmique de ERK1, comparable
au mutant 3-Gal-ERK2 H176E L4A. Puisqu’elle influence le transport nucléo
cytoplasmique de ERK1, nous avons donc voulu savoir si la sérine 283 est également
impliquée dans sa dimérisation. Pour ce faire, nous avons procédé de manière analogue à
nos études de co-précipitation: HA-ERK1-GST a été co-exprimée avec Myc6-ERK1 en
absence ou présence de MEK1DD, puis nous avons incubé le lysat en présence de billes de
glutathione-agarose avant de récupérer les protéines précipitées pour les soumettre à une
analyse western (Figure 2-24, page 215). Ces expériences (également entreprises avec
HA-ERK1 plutôt que Myc6-ERK1; données non montrées) ont révélé que le mutant ERK1
S283A peut former des dimères en présence de MEK1 DD aussi efficacement que
ERK1 wt. Conséquemment, le défaut d’entrée nucléaire de ce mutant n’est pas attribuable à
une dimérisation déficiente. De plus, ceci confirme les données cristallographiques
démontrant que l’insertion des MAP kinases est située bien loin de l’interface de
dimérisation (Figure 3-2A), et ne prend pas part au processus.
En somme, nos données ne permettent pas de trancher le débat sur le rôle de la
dimérisation dans l’entrée au noyau. ERK1 S2$3A peut être activé et former des dimères in
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vivo, mais n’entre pas au noyau en présence de MEK1 DD. Nous pouvons donc affirmer
que la dimérisation ainsi que la phosphorylation des résidus activateurs ne sont pas
suffisants pour l’entrée au noyau de ERK1.
3.4 Rétention cytoplasmique de ERK1 activée
Les signaux générés par les MAP kinases ERK1/2 varient selon leur localisation
subcellulaire (Section 1.5.3.3.3, page 124). De plus, nous disposons d’un mutant de ERK1
(S283A) qui est normalement activé par MEKI/2, mais qui ne s’accumule pas au noyau en
présence d’une forme constitutivement active de MEK1. En outre, ERK1 S283A s’associe
moins efficacement à MEK1 que la protéine de type sauvage. Toutefois, cette association
est suffisante pour permettre le recrutement cytoplasmique de ERKY S283A par MEKL
Suivant la phosphorylation de ERK1/2 sur leur boucle d’activation, ces dernières se
dissocient de MEK1/2 (Adachi et al, 1999). À la lumière de nos résultats expérimentaux et
en accord avec une multitude d’études publiées, nous avons proposé un modèle de transit
nucléo-cytoplamsique pour ERKÏ/2 (Figure 2-22, page 211). Les défauts d’accumulation
nucléaire de ERK1 S283A sont principalement attribuables à son incapacité à lier
adéquatement les Nup subséquemment à son activation. Néanmoins, cette hypothèse
n’exclut pas la possibilité de mécanismes secondaires faisant appel à d’autres protéines
agissant comme ancres cytoplasmiques. Ce dernières retenant dans le cytoplasme ERK1
lorsqu’elle est activée et qu’elle se dissocie de MEK1. En effet, la rétention cytoplasmique
des formes actives de ERK1/2 est utilisée dans certaines cellules embryonnaires (cellules
souches embryonnaires, ES; cellules de carcinome embryonnaire, EC) afin de prévenir leur
prolifération induite par des facteurs de croissance (Smith et al, 2004). Il est possible que
l’absence de phosphorylation sur la sérine 283 de ERKY soit en cause et ERK1 S283A
pourrait mimer ce phénotype. Des études sont actuellement en cours afin de déterminer si le
contenu en phosphosérine de ERK1/2 endogène est réduit chez les cellules EC.
Plusieurs groupes soutiennent que l’accumulation de ERKÏ/2 dans un compartiment
subcellulaire est tributaire d’un équilibre de liaison avec des ancres cytoplasmiques
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(MEK1/2, Phosphoprotein enriched in astrocytes-15 (PEA-15), ...) et nucléaires (facteurs
de transcription, phosphatases, ...); (Burack & Shaw, 2005; Lenormand et ai, 1998;
Whitehurst et ai, 2004b). Dans cette optique, plusieurs candidats potentiels pour la rétention
cytopiasmique de ERKY/2 sont décrits dans le Tableau 1-XVII, page 120 et suivantes. Ces
partenaires d’interaction affectent la localisation subceÏlulaire de ERK1I2. Certains d’entre
eux pourraient servir d’ancre cytoplasmique à ERK1 wt et S2$3A lorsque ces kinases sont
activées et ne lient plus IVIEK1 etlou les Nup. Toutefois, afin de pouvoir expliquer la
rétention cytoplasmique de ERK1/2 dans ces conditions, les candidats doivent répondre à
certains critères. Le premier étant que la protéine candidate doit s’associer à ERK1/2 dans
le cytoplasme. En second lieu, le candidat ne doit pas permettre l’entrée nucléaire de
ERK1I2. Troisièmement, la protéine candidate ne doit pas réduire l’activité de ERKÏ/2,
puisque ERK1 S283A est activée normalement tant par MEK1 DD que par la stimulation
au sérum (Figure 2-12, page 186; Figure 2-13, page 187). De plus, l’activation de ERKY/2
est normale chez les cellules EC et ES. Enfin, le candidat doit pouvoir lier la forme activée
de ERK1I2, alors que son association avec ERK1/2 inactives est dispensable.
3.4.1 Candidats improbables
Plusieurs études font état de candidats à la rétention cytoplasmique de ERK1/2. Ce
rôle, pour ceux qui seront décrits au cours des prochains paragraphes, est bien défini.
Toutefois, ces protéines ne remplissent pas les quatre critères énoncés. Ils occupent
néanmoins une place significative dans la littérature et c’est pourquoi ils seront abordés.
3.4.1.1 STEP, PTP-SL, HePTP et DS-MKP
Ces tyrosine phosphatases contiennent à la fois un NES et un motif d’amarrage
commun. La combinaison de ces deux séquences permet une relocaiisation de ERK1/2 vers
le cytoplasme (Blanco-Aparicio et al, 1999; Mustelin et aI, 2005; Pulido et aI, 1998;
Tarrega et al, 2002; Zuniga et ai, 1999). Toutefois, de par leur nature, ces PTP inactivent
ERK1/2, ce qui les élimine d’emblée comme candidats à la rétention cytoplasmique de
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ERK1 en absence de phosphorylation sur la sérine 283. De manière analogue, plusieurs
DS-MKP, comme par exemple MKP3 et PYST2, constituent des candidats au titrage
cytoplasmique de ERK1/2 (Tableau 1-XII, page 99). Cependant, ces phosphatases doivent à
nouveau être exclues à cause de leur nature inhibitrice sur l’activité de ERK1/2.
Néanmoins, il demeure possible que ces PTP et DS-MKP agissent comme ancres
cytoplasmique de ERKÏ/2 dans d’autres conditions. De même, elles pourraient favoriser le
retour de ERKY/2 du noyau vers le cytoplasme, ce qui est en accord avec notre modèle
(Figure 2-22, page 211).
3.4.2 Candidats probables
Après une analyse du Tableau 1-XVII à la page 120, nous pouvons identifier neuf
protéines répondant aux quatre critères pour en faire des candidats à la rétention
cytoplasmique de ERK1/2 activées. Cependant, plusieurs d’entre elles sont encore peu
caractérisées, surtout en ce qui a trait à leurs interactions avec ERK1/2. Néanmoins, elles
s’associent toutes à ERK1/2 dans le cytoplasme sans en diminuer l’activité.
3.4.2.1 Calcineurine
Aussi connue sous le nom de PP2B, la Calcineurine lie préférentiellement la forme
activée de ERK1/2 (Sanna et al, 2005). Comme il s’agit d’un membre de la famille PP2, et
que PP2A ainsi que PP2C peuvent agir comme régulateurs négatifs de la voie ERK1/2
(Section 1.5.3.1.3, page 97), nous serions tentés d’exclure d’emblée la Calcineurine. Or,
celle-ci n’affecte pas l’activité de ERK1/2 (Sanna et aI, 2005), mais agit plutôt en aval en
déphosphorylant des cibles de ERK1I2 (Sugimoto et al. 1997; Tian & Karin, 1999).
ERKÏ/2 et la Calcineurine font généralement partie de voies parallèles avec des
points de convergence, comme par exemple NFAT sur lequel elles ont des activités
opposées. La phosphorylation de NEAT induit sa rétention cytoplasmique, alors que la
déphosphorylation par la Calcineurine mène à son accumulation nucléaire (Molkentin,
2004). De plus, ERK1/2, MEK1I2, la Calcineurine et NFAT forment un important
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complexe régulateur de NFAT (Sanna et ai, 2005; Yang et ai, 2005). Cependant, NFAT
permet l’entrée au noyau de ERK1/2, ce qui suggère que la Calcineurine fait de même et
devrait alors contribuer à l’exclure comme ancre cytoplasmique de ERK1 en absence de
phosphorylation sur la sérine 283. Toutefois, NFAT s’associe préférentiellement à la forme
inactive de ERKÏ/2, et ne se comporte donc pas identiquement à la Calcineurine (Yang et
ai, 2005).
3.4.2.2 DAPK
Death-associated protein kinase (DAPK) et ERKÏ/2 forment une boucle de
rétroaction favorable à l’apoptose. En effet, ERK1/2 phosphorylent DAPK, ce qui
augmente son activité phosphotransférase et donc ses effets pro-apoptotiques (Chen et ai,
2005a). En outre, DAPK séquestre ERK1/2 au cytoplasme, inhibant leur capacité à induire
des gènes anti-apoptotiques.
3.4.2.3 Dynéine
La Dynéine est impliquée dans le transport axonal et elle s’associe avec la forme
activée de ERK1/2 (Perlson et aI, 2005). Par ailleurs, elle semble agir conjointement avec la
Vimentine qui lie la boucle d’activation de ERKÏ/2 phosphorylée en thréonine et tyrosine,
et prévient leur inactivation par les phosphatases (Kumar et ai, 2007; Perlson et al, 2006).
Par contre, la Vimentine permet la translocation nucléaire de ERK1/2.
3.4.2.4 ERF
ETS2 repressorfactor (ERF) possède un motif d’amarrage FXFP de sorte qu eIle
s’associe préférentiellement à la forme activée de ERK1/2 (Polychronopoulos et al, 2006).
La phosphorylation de ERF par ERK1/2 induit sa migration du noyau vers le cytoplasme
(Le Gallic et aI, 1999). Cependant, ces observations suggèrent que le contact initial entre
les deux protéines a lieu au noyau. Conséquemment, ERF pourrait induire la relocaiisation
cytoplasmique de ERK1 wt, mais pas ERKI S2$3A puisque ce dernier n’entre pas au
noyau.
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3.4.2.5 FHL2
Bien que Four and a haïf LIM domain J (FHL1) et FHL3 puissent également lier
ERK1/2, les travaux de caractérisation ont davantage porté sur FHL2 (Purceil et ai, 2004).
Cette dernière lie plus fortement la forme activée de ERK1/2 et empêche leur entrée au
noyau sans toutefois affecter leur activation par MEK1/2. Conséquemment, FHL1I2/3
constituent des candidats répondant à tous nos critères. Nous avons débuté des travaux
préliminaires dans le but d’étudier le rôle de FHL2 dans la rétention cytopiasmique de
ERKÏ lorsque la sérine 283 n’est pas phosphorylée.
3.4.2.6 MNKJ/2a
Ces MK contiennent à la fois un NLS et un NES, mais elle s’accumulent dans le
cytoplasme à l’équilibre, (Figure 2-13, page 187; Figure 2-21, page 20$) bien qu’elles
transitent par le noyau (Parra-Palau et ai, 2003). À l’instar d’autres candidats à la rétention
de ERK1/2, elles possèdent en plus du NES un motif d’amarrage commun qui leur permet
de lier ERKI/2 avec une meilleure affinité pour la forme activée (Fukunaga & Hunter,
1997; Tanoue et aI, 2000; Waskiewicz et ai, 1997). Toutefois, MNK2b ne lie pas ERKÏ/2
(Scheper et aI, 2003). En revanche, nos travaux illustrent très bien que MNK1 peut servir
d’ancre cytoplasmique pour ERK1 indépendamment de son état de phosphorylation sur les
résidus thréonine et tyrosine activateurs, ainsi que sur la sérine 283. Par contre, nous
n’avons pas déterminé si MNK1 affecte l’activité nucléaire de ERK1, ou si elle peut s’y
substituer, à tout le moins partiellement. Somme toute, MNKÏ n’influence pas l’activité
cytoplasmique de ERK1.
3.4.2.7 Nafi
Bien que peu de choses soient connues à son sujet, Nef-associatedJactor J (Naf 1)
s’associe à ERK2 (et présumément ERK1) et inhibe son activité nucléaire (Zhang et ai,
2002). Cette caractérisation demeure par contre très sommaire et des études ultérieures
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devraient déterminer si effectivement Nafi représente un candidat à la rétention
cytoplasmique de la forme activée de ERK1, incluant celle déphosphorylée en sérine 283.
3.4.2.8 PEA-15
Cette petite protéine inhibe l’activité nucléaire de ERK1/2 en les séquestrant au
cytoplasme (Formstecher et ai, 2001; Gervais et al, 2006; Whitehurst et ai, 2004b). PEA-15
possède également un NES et lie le sillon d’amarrage ainsi que l’insertion des MAP kinases
(MKI) de ERK1/2 (Caliaway et ai, 2005; Hill et ai, 2002; Whitehurst et ai, 2004b).
MEK1/2 utilisent ces deux mêmes régions pour lier et activer ERK1/2 (Robinson et ai,
2002; Whitehurst et ai, 2004b). Conséquemment, en liant ERK1/2, PEA-15 empêche leur
activation par MEK1/2. De même, PEA-15 bloque le MKI requis pour la liaison aux Nup et
l’entrée au noyau (Whitehurst et ai, 2004b). Parce que PEA-15 cause la rétention
cytoplasmique de ERK1/2 et lie leur MM, cette protéine semble un candidat désigné pour
expliquer les effets du mutant ERK1 S283A. L’hypothèse étant que la phosphoryiation de
de la sérine 283 causerait une dissociation entre ERK1 et PEA-15. Par ailleurs, une étude a
révélé que la dissociation entre ERKÏ/2 et PEA-15 survient suite à la phosphorylation de
cette dernière sur deux résidus spécifiques (Krueger et ai, 2005).
Pour ces raisons, et parce que sa surexpression inhibe l’activation de ERKÏ par
IVIEK1DD (Figure 2-25, page 216), il serait tentant de discréditer PEA-15 comme candidat.
Cependant, cette dernière ne réduit pas l’activité de ERK1/2. De plus, il est possible que
PEA-15 lie davantage ERK1 S2$3A que ERK1 wt et agisse alors comme ancre
cytoplasmique du mutant. Des expériences de co-immunoprécipitation de PEA-15 avec
ERK1 wt et S283A en présence de MEK1DD sont en cours afin de vérifier si la liaison du
mutant est accrue.
3.4.2.9 Validation des candidatures
Les candidats doivent lier la forme active de ERK1 dans le cytoplasme sans réduire
son activité. Afin de valider ces candidats comme ancres cytoplasmiques de ERK1 activée
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mais dépourvue de phosphorylation sur la sérine 283, plusieurs expériences sont à prévoir.
D’abord, des essais d’association in vivo: co-précipitation, et co-localisation
cytoplasmique. Par la suite, nous devrons observer les effets de l’inactivation de ces
candidats par siRNA ou par inactivation génique sur la localisation subcellulaire de ERK1.
Enfin, des tests de fonction nucléaire et cytoplasmique de ERKY devront être effectués
lorsque le candidat est surexprimé ou inactivé. Des cellules dérivées de souris pour
lesquelles FHL2 a été inactivée sont disponibles (Gunther et ai, 2005). Il en va de même
pour MNK1 et IvINK2 (Ueda et aI, 2004). Ces cellules dérivées devraient constituer des
outils de choix dans la caractérisation de la rétention cytoplasmique de ERK1/2 activées.
Néanmoins, notre recherche de candidats demeure bien imparfaite. Seules les
protéines décrites dans la littérature comme interagissant directement avec ERK1/2 de
mammifère sont répertoriées dans le tableau 1-XVII. Il est fort probable que ERK1/2
interagissent avec d’autres partenaires qui n’aient pas été jusqu’ici décrits. En outre, la
localisation de ces protéines n’est pas forcément fixe. Dans certaines conditions, ceux-ci
pourraient lier ERK1/2 en une localisation distincte (par exemple, aux kinétochores), puis
les remorquer au cytoplasme. De plus, la rétention cytoplasmique de ERK1 S283A pourrait
se faire de manière indirecte : un des partenaires de ERK1/2 lie une protéine contenant un
NES, ce qui permet le ciblage cytoplasmique de ERK1/2 même dans des conditions où
celles-ci sont dissociées de MEK1/2. Finalement, plusieurs candidats pourraient se partager
ce rôle d’ancre cytoplasmique de la forme activée de ERK1, de manière simultanée ou
dépendante du contexte cellulaire.
Une manière plus complète et directe de trouver des protéines impliquées dans la
rétention de ERK1 S283A existe néamoins. L’approche permettrait en outre de valider ou
d’invalider la candidature des protéines précédemment abordées. Cette procédure repose
sur un criblage avec des siRNA dirigés contre le génome complet. Des cellules exprimant
ERK1 S283 et MEK1 DD sont infectées par des virus exprimant un siRNA. Un signal est
détecté au noyau de la cellule par immunofluorescence lorsqu’il y a inactivation d’une
ancre cytoplasmique. De plus, cette détection peut se faire de manière automatisée,
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facilitant un criblage à grande échelle. Une localisation nucléaire de ERK1 S23$A activée
par MEK1 DD signifierait alors qu’un défaut de liaison aux Nup n’est pas la seule cause de
l’accumulation au cytoplasme du mutant. Cette dernière impliquerait également une ou
plusieurs ancres cytoplasmiques.
3.5 Perspectives
À l’instar d’autres MAP kinases, ERK1 et ERK2 possèdent bien des similarités,
mais également des différences subtiles qui sont à l’origine de leurs fonctions
physiologiques se chevauchant de manière incomplète. L’équilibre entre ces deux protéines
assure une régulation adéquate des nombreux processus cellulaires relayés par ERK1/2.
Par ailleurs, les signaux de ERKÏ/2 émanant du cytoplasme sont associés à la
différenciation (Marenda et al, 2006) et surtout à l’absence de prolifération (Kim et al,
2000; Smith et al, 2004; Tresini et al, 2001; Tresini et al, 2007). De son côté, la
prolifération est généralement associée à l’activité nucléaire (Marenda et ai, 2006). Nous
avons identifié un nouveau site de phosphorylation qui est requis pour l’entrée au noyau et
conséquemment, pour l’activité nucléaire de ERK1. Cette sérine est aussi présente chez
ERK2, bien que ia phosphoryiation du résidu n’ait pas été confirmée. Par contre, d’autres
sites de phosphorylation uniques à ERK1 ont été identifiées. Ceux-ci pouffaient être à la
base de la spécificité de chaque isoforme.
Somme toute, ces nouveaux sites de phosphorylation (incluant la sérine 283)
devraient nous permettre d’en apprendre davantage sur les signaux relayés par les MAP
kinases. Leur caractérisation approfondie fournira des bases afin de disséquer les liens entre
la localisation, l’activité et les signaux générés, ainsi que la sélctivité de chaque isoforme de
ces MAP kinases. Nous disposerons alors de meilleurs outils pour comprendre comment un
nombre si limité d’acteurs que sont les composantes des voies MAP kinases peuvent
générer des réponses si spécifiques et si finement régulées.
Conclusion
De la levure à l’humain, les voies IVIAP kinase permettent de générer des réponses
spécifiques à des signaux complexes via un nombre limité de composantes. Dans un
premier temps, chez la levure S. cerevisiae, nos travaux ont identifié la thréonine 42 de la
protéine régulatrice Ste5O comme étant un résidu essentiel à sa fonction. La
phosphorylation du site permet à Ste5O d’aiguiller les signaux de la MAPKKK Stel 1 vers
une seule des trois voies qu’elle chapeaute. D’autre part, la MAP kinase ERK1 de
mammifère est phosphorylée sur la sérine 283. Ce site est impliqué dans des interactions
essentielles pour l’entrée au noyau et la fonction nucléaire de ERKY.
Il est permis d’espérer que les travaux présentés dans cette thèse ont illustré les liens
de dépendance entre la phosphorylation, les interactions avec différents partenaires et la
localisation subcellulaire dans les voies MAP kinase eucaryotes. De plus, ces trois éléments
contribuent grandement à l’intégration et à la spécificité du signal. Une compréhension
accrue des mécanismes impliqués dans la spécificité de ces signaux intracellulaires
contribuera à élargir notre connaissance d’une foule de processus biologiques qui régissent
le vivant depuis l’embryogenèse à la mort. En outre, nous comprendrons ultimement les
relations entre les signaux intracellulaires et la maladie, et comment nous pouvons utiliser
ces signaux à des fins de prévention et de guérison.
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